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Evoquer la personne ‘et l’ceuvre de Michel Machebceuf est 
pour moi infiniment douloureux. Je veux cependant apporter 
a sa mémoire ’hommage d’une amitié de trente-trois années et 
le témoignage que, dans une vie trop bréve, il a bien servi la © 
science. 3 

Le 19 octobre 1900, Michel Machebceuf nait a Chatelguyon, 
ou son pére exerce la Médecine. Le D* Elie Machebceuf disparait 
prématurément et l’enfant reste sous la direction affectueuse 
de sa mére. Michel fait au Lycée de Clermont-Ferrand des études 
brillamment couronnées en 1917 par deux premiers prix au 
concours général. 

En 1918, Michel Machebceuf s’engage, témoignage d’un cou- 
rage réfléchi dont il donnera tant d’autres preuves. Stagiaire 
a la Tour Eiffel comme opérateur-radio, il capte, le 11 novembre, 
le message annoncant la signature de |’Armistice. 

Son incorporation n’ayant plus de raison d’étre, il aborde 
étude de la Médecine et l'étude supérieure des Sciences. 
A l'Université de Clermont-Ferrand, ses Maitres pressentent déja 


’ 
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en lui un futur maitre. Dés l’année scolaire 1919-1920, il devient 
externe des Hopitaux de Paris, il sera docteur en médecine en 
1927 aprés soutenance d’une thése « sur les composés phos- 
phorés du sang normal ». Licencié és sciences en 1920, il 
acquiert d’autres certificats, non par goat immodéré des diplomes, 
mais pour donner libre cours a sa curiosité d’esprit et grace 
4 sa rare aptitude A tout assimiler dans le domaine des sciences. 
C’est A l'occasion de ses premiéres études de Chimie biologique 
que j’apprends a estimer ce grand et vigoureux gargon, sympa- 
thique, intelligent et laborieux. 

Le professeur Gabriel Bertrand |’attache 4 son service comme 
préparateur et l’associe a ses recherches sur le nickel et le 
cobalt chez les étres vivants. En 1925, grace a une bourse 
Rockefeller, Machebceuf se rend a Copenhague et collabore avec 
le professeur et M™ Sérensen a un travail sur la présence 
de phosphore dans l’ovalbumine cristallisée. En 1927, il fait un 
stage de micro-analyse a Strasbourg chez le professeur Nicloux. 
Auprés de ces Maitres, il s’initie aux fines méthodes de la 
biochimie et c’est A cette science qu’il consacrera désormais 
Veffort de son intelligence et sa passion de la recherche. 

I] s’attache a des travaux « sur les stérols, lipides et protides 
‘du sérum et du plasma sanguins », dont il fait Vobjet de 
sa thése de doctorat és sciences (1928) et qui marqueront pro- 
fondément dans sa carriére. L’année suivante, il est inscrit sur 
la liste d’aptitude aux fonctions de Maitre de Conférences et 
se voit confier par Em. Roux et Alb. Calmette un laboratoire 
d’études chimiques sur le bacille tuberculeux. Jamais son enthou- 
siasme pour le travail ne fut plus grand. Le voila avec un 
service & sa mesure. Il le crée avec méthode et passion, assisté 
par de jeunes chercheurs qu’il anime de sa lucide intelligence. 
En un domaine déja exploré par des Maitres, il fait des décou- 
vertes de grand prix. Malheureusement, sept années de mani- 
pulations parfois dangereuses ont grandement affecté sa santé. 
Il est contraint de quitter un service ou il a tant donné de 
lui-méme, un Institut auquel il a voué un attachement profond, 
des Maitres qu’il vénére. 

En 1936, candidat & l’Agrégation des Facultés de Médecine 
(Chimie médicale), il arrive en téte de liste. Agrégé a Lille (prés 
du professeur Polonovski), il ne fait qu’y passer, car il devient, 
a Bordeaux, titulaire de la chaire de Chimie biologique et 
médicale, illustrée par G. Denigés et trop peu d’années occupée 
par H. Delaunay. En peu de mois, il dote le~ laboratoire 
d’appareils modernes. Avec ses collaborateurs, il est en liaison 
permanente, manipule au milieu d’eux, leur donne l’exemple, 
les conseille et encourage. Douze théses, une trentaine de notes 
témoignent de l’activité du Patron et des éléves. Les évenements 
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de 1989 orientent l’effort commun vers des questions intéressant 
la Défense nationale et le ravitaillement. 


Dés 1942, Machebceuf est appelé par M. Tréfouél a assurer 
la direction du Laboratoire de Chimie biologique de |’Institut 
Pasteur, assumée jusqu’alors par le professeur G. Bertrand. 
Lourde tache que celle de maintenir l’incomparable éclat de ce 
service et d’engager la recherche dans des voies neuves. 
Au milieu des difficultés que créent la deuxiéme guerre 
mondiale et ses lendemains et malgré d’autres_ obligations, 
qu’en ces temps douloureux, il consent a assumer, il répond, 
par Voriginalité et la diversité de ses travaux, a ce que ]’on 
attend de lui. 

Il ett été dommage que Machebceuf n’ett plus occasion de 
transmettre a des auditoires d’étudiants ses connaissances, ses 
vues personnelles, de susciter des ambitions désintéressées, 
d’orienter vers d’utiles applications de la biochimie. Grace 
a linitiative de I’Institut Pasteur, bien accueillie par la Faculté 
des Sciences, 11 devient Maitre de Conférences de Chimie micro- 
biologique appliquée (mars 1950). Professeur sans chaire en 
janvier 1951, il est présenté en avril 1953 pour un _ poste 
de professeur a titre personnel. 


* 
xk* 


Il nous faut maintenant qualifier sa vie scientifique, 4 larges trails, 
car nous ne saurions rendre compte de 300 publications. Il oriente 
surtout ses investigations et celles de ses collaborateurs (1) vers l’étude 
du plasma et du sérum sanguins et celle des micro-organismes 
pathogénes. 

Une premiére observation aboutit & isoler du sérum lacide diphos- 
pho-l-glycérique. Une seconde, de particuliére importance, le conduit 
a concevoir l’existenee de véritables associations lipides-protéides, en 
lesquelles s’estompent les propriétés des constituants. Encore en 
fallait-il apporter une démonstration décisive. I] isole du sérum de 
cheval une substance définie, renfermant 23 p. 100 d’une lécithine, 
18 p. 100 d’esters de cholestérol, 59 p. 100 de protéides, donnant des. 
solutions aqueuses limpides. Protéides et lipides intimement liés' ne 
se séparent pas a 1’électrophorése. Macheboeuf appelle ces associations 
cénapses, mot aujourd’hui universellement employé, comme est uni- 
versellement admis Je concept qu’il recouvre. Les cénapses lipido- 
protéiques sont des constituants fondamentaux des plasmas et des 
cytoplasmes. — 

Machebceuf tente d’expliquer les faits 4 la lumiére des conceptions 
de Langmuir sur l’affinité réciproque des groupements chimiques de 
configuration semblable et l’expérience confirme pleinement ses vues. 
Pourrait-on réaliser une « synthése de cénapses lipido-protéiques » ? 
se dit-il aussi. Une solution aqueuse d’acides gras dans des acides 


(1) Dont nous ne pouvons, en ce texte condensé, citer les noms, 
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biliaires est mélangée avec une solution protéique. On dialyse. Les 
acides gras restent en solution 4 l'état de cénapses hydro-solubles 
stables. La réalisation d’une cénapse est acquise. Tout cela est conduit 
avec méthode, de J isolement .de la premicre cénapse naturelle 
x Vobtention de la premiére cénapse artificielle ; on admire cette 
exigence continue de l’esprit, que Il’hypothése alimente et que 
satisfait seule l’évidence des faits. L’étude du plasma de malades 
atteints de népbrose lipoidique lui permet d’étudier les propriétés 
des cénapses, leur intervention dans les échanges entre sang et tissus, 
leur réle dans les phénoménes d’immunité. 


Machebceuf et ses collaborateurs ont travaillé sur les protéines 
_ elles-mémes : stabilité, affinité chimique, renouvellement. Grace a 
l’emploi des isotopes }°C et C et d’une technique originale (valine 
marquée dans sa partie isopropyle) ils déterminent la vitesse de renou- 
vellement des protéines plasmatiques. Les courbes de décroissance de 
Vabondance isotopique sont parfaitement exponentielles ; la vitesse 
de renouvellement est constante. La méme méthode permet d’obtenir 
sur les anticorps d’intéressantes données. Injectés 4 animal (immu- 
nité passive), ils sont désintégrés, mais non remplacés par des 
molécules identiques. Pour que le remplacement ait lieu, il faut que 
Vanimal ait recu l’antigéne (immunité acquise). L’animal en cours 
d’immunisation réalise ses anticorps par synthése. 


Les recherches de Machebceuf sur le bacille tuberculeux ne sont pas 
de. moindre qualité. De bacilles morts, il extrait les lipides, qu’il frac- 
tionne, travail laborieux, et isole la substance qui confére aux extraits 
alcooliques de hbacilles la propriété de fixer l’alexine en présence de 
sérum de tuberculeux. L’hapténe est un mélange d’acides phospha- 
tidiques, constitués par des polyols et de l’acide glycéro-phosphorique 
i fonctions alcool estérifiées par des acides gras. Chez les bacilles 
' yivants, Vhapténe doit étre a l’état de cénapse. A partir de ces 
bacilles, Macheboeuf obtient effectivement des solutions renfermant 
des cénapses qui comportent l’hapténe et possédent des propriétés 
antigéniques. Mais l’activité antigénique est masquée par des substances 
phagocyto-toxiques. Or, on peut enlever la majeure partie de celles-ci 
et laisser en place les antigénes actifs. Machebceuf peut alors traiter 
les bacilles de telle sorte qu’ils deviennent de puissants antigénes, 
conférent aux lapins et cobayes une manifeste résistance aA 1’infec- 
tion tuberculeuse. Malheureusement la persistance dans le _ bacille 
de tubercutine et de substances toxiques ne permet pas d’envisager 
leur emploi dans Ja vaccination humaine. Mais le travail établit 
que la lutte entre bacille et animal met en ceuvre des processus 
immunitaires. Les bacilles de la diphtérie et de la lépre aA 
aussi un hapténe lipoidique de fixation de Valexine. 


Les travaux sur les ultra-pressions résultent du raisonnement 
suivant. Lorsque l’on prépare un vaccin (chauffage, antiseptique), 
on risque de dénaturer certains antigénes. Tuer les bactéries par 
compression au moyen des puissantes presses de M. James Basset 
serait avantageux. Apres des essais décevants (les antigénes étaient 


MICHEL MACHEBOEUF 05) 687 


modifiés par une pression élevée), les auteurs obtiennent des vaccins 
actifs (résultats particuliérement favorables sur les Salmonelles avec 
des pressions relativement basses). D’autres faits sont rassemblés : 
les spores résistent 4 25000 kg/cm*. Virus et bactériophages, plus 
facilement imactivés que les bactéries, résistent cependant i 
2500 kg/cm?. Enzymes et toxines sont beaucoup plus résistants 
que les formes végétatives des bactéries, mais moins que les spores. 
Les toxines ultra-pressées ne se transforment pas en anatoxines et la 
spécificité antigénique des sérums est modifiée. Les cellules des 
animaux supérieurs sont plus sensibles & la compression que les 
virus ; de méme, les cellules des tissus cancéreux. Ii en résulte que 
les tumeurs malignes transmissibles par greffe sont inactivées lorsque 
le greffon a subi une pression‘de 2000 kg/cm?, alors que, pour les 
tumeurs transmissibles par filtrat (sarcome de Rous, papillome de 
Shope), le matériel cellulaire demeure infectieux. 


Quand Machebceuf entreprit ses travaux sur les antibiotiques (1946), 
on ne proposait aucune interprétation de leur mode d’action. Celui-ci 
doit consister en une influence directe sur quelque systeme enzyma- 
tique en jeu dans une réaction essentielle. Cette hypothése A lesprit, 
Machebceuf explore le mode d’action de la pénicilline sur Clostridium 
sporogenes. Aucune étape du catabolisme du glucose n’est touchée ; 
les premiéres étapes du catabolisme protéique ne le sont pas davan- 
tage. La premiére action observée porte sur la désamination couplée 
des amino-acides par réaction type Stickland. Mais c’est 14 une voie 
particuliére. Macheboeuf découvre alors que l’antibiotique agit sur un 
métabolisme général, celui des nucléotides. Le point sensible se situe 
au niveau de la liaison ribose-base. La pénicilline agit bien sur un 
processus enzymatique. Elle trouble ce processus fondamental du cata- 
bolisme protéique : la scission des nucléotides par phosphorylation. 
La streptomycine agit sur d’autres étapes du méme métabolisme ; la 
tyrothrycine intervient sur le métabolisme glucidique en bloquant 
la formation d’acétyl-phosphate 4 partir de l’acide pyruvique. Chaque 
antibiotique a son processus d’action. 


A bien: d’autres sujets, Macheboeuf a apporté d’importantes contri- 
butions : séparation de protéides de divers milieux, dénaturation et 
gélification, réactivité, combinaisons cupriques, pouvoir réducteur, 
hydrolyse sous pression, amino-acides ; rdle solubilisant des acides 
biliaires ; problémes divers concernant les conserves alimentaires et 
les aliments de remplacement. Tant de travaux l’ont conduit a perfec- 
tionner maintes techniques : microdosages du phosphore, du_ cho- 
lestérol, des protéines ; microélectrophorése ; microchromatographie sur 
papier (applications A alcaloides, acides organiques, amino-acides) ; 
| délipidation des cénapses par des saponiums ; hémolyse par les savons 
a cation actif, etc. 


* 

xk 
Je veux évoquer maintenant le professcur, le citoyen, ‘homme. 
Machebeeuf était magnifiquement doué pour |’enseignement_ : 
pensée claire et parole aisée. Une mémoire exceptionnelle lui 
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suggérait des rapprochements imprévus. Il captait [attention 
des auditeurs, leur apportait des informations parfaitement 
a jour et des suggestions ingénieuses, suscitait en eux le désir 
de connaitre, de chercher par eux-mémes ; il était un éveilleur 
de vocations. En cela, il était pleinement professeur. Ce sont 
ces mémes qualités que l’on retrouve dans les ouvrages auxquels 
il a donné son concours, tels les Traités et Exposés annuels 
publiés sous la direction du professeur Polonovski. 

Dans son laboratoire, ot beaucoup de travailleurs étaient 
attirés par sa notoriété, son affabilité, sa simplicité, son désir 
d’aider les jeunes. I] exercait son sens critique devant les 
résultats que chacun lui apportait, soupgonnant ici une erreur 
expérimentale, la un emballement irréfléchi, mais s’enthousias- 
mant chaque fois qu’un résultat stir paraissait atteint. Il ensei- 
enait par exemple comment on fait la science. C’est ce que 
ses éléves ont exprimé de touchante fagon. 

Machebceuf aimait prendre des contacts extérieurs. I] participa 
4 maints Congrés. Sa connaissance des langues étrangéres lui 
rendait faciles les échanges. d’idées avec les collégues. Apprécié 
de tout le monde savant, il fut invité a faire des conférences 
dans un grand nombre d'Universités ou de Sociétés. I] fut un 
bon artisan de diffusion de la science francaise. 

En lui, ’homme était digne de toute considération. Citoyen 
vaillant, jl mena a bonne fin des missions délicates ou seuges 
reuses, ce qui lui valut Croix de guerre 1945 et Médaille de !a 
Résistance. Courageux et dévoué; il l’était en tout instant. 
Familier de la nage comme de presque tous ies sports, il lui 
fut donné d’ accomplir plusieurs sauvetages (Médaille de Sauve- 
tage en 1928). Au cours d’une croisiére que nous fimes commu- 
nément, un matelot tombe 4 la mer. Dans le canot mis a l’eau 
et que les vagues secouent vivement, nous distinguons parmi les 
marins, un passager ; c’ était Machebceut. Cette fois, hélas ! il 
n’eut pas la bonne fortune de retrouver le jeune Breton épuisé 
par l’effort. Je voulais souligner la spontanéité touchante de son 
geste. Il en fit bien d’autres. L’auteur de ces lignes pourrait 
dire avec émotion plusieurs de ceux dont il fut le bénéficiaire 
et qui témoignent de la profondeur de son amitié. 

Lauréat de l’Académie des Sciences, de |’Académie de Méde- 
cine, d’Académies et Sociétés étrangéres, membre du Conseil 
supérieur d’Hygiéne, Machebceuf, Officier de la Légion d’hon- 
neur, avait été élu, en mai dernier, Membre de l’Académie 
nationale de Médecine. Les consécrations d’une belle carriére 
commengaient & s’accumuler et l’on était en droit d’espérer que, 
son effort scientifique se poursuivant, il rassemblerait une gerbe 
encore plus fournie d’attestations de son mérite. 


Le sort n’a pas voulu quwil en fat ainsi. Un mal inexorable 


¥ 
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a terrassé ce sportif a la forte stature, cet étre si jeune de 
caractére, que l’on imaginait devoir vivre longtemps plein d’une 
joyeuse activité. Le 20 aodt, a 53 ans, Michel Machebceuf est 
mort en pleine conscience, en pleine sérénité, comme un homme 
en le cceur de qui demeure une espérance. 

La maison de Pasteur est en deuil de l’un des siens, qui, en 
pleine maturité de son talent, lui aurait apporté encore de belles 
réalisations, 

Et la désolation est & son foyer — un foyer qui fut heureux 
et harmonieux — fondé avec une compagne, par l’esprit et le 
coeur digne de lui. Que Madame Machebceuf veuille bien 
accueillir le douloureux et respectueux hommage des Pastoriens. 
Aux enfants de notre ami, 4 sa maman, tant de fois déchirée 
dans ses proches affections, nous témoignons de notre affectueuse 
et respectueuse sympathie. Et puisse Vespérance qui régne en 
le coeur des siens faire écho a celle qui, 4 l’heure derniére, illu- 
minait l’4me de leur cher disparu ! 

. ; M. Javinumer. 


ETUDE DE L’EPIDEMIE DE POLIOMYELITE 
A SAINT-AUGUSTIN (P. Q. CANADA) 


it. — EVOLUTION DU TAUX DES ANTICORPS 
NEUTRALISANT LE VIRUS TYPE 2 (LANSING) 
A LA SUITE DE L’EPIDEMIE 
DUE AU VIRUS DU TYPE | (BRUNHILDE] ‘). 


par V. PAVILANIS et A. FRAPPIER ("). 


(Service des Virus de l'Institut de Microbiologie et d’ Hygiene 
de UV Université de Montréal.) 


Depuis les travaux de Netter et Levaditi [4], les études sur les 
anticorps anti-polomyélitiques revétent un intérét considérable. 
Howitt [2], Jensen (8], Eagles et ses collaborateurs {4] ont 
montré que les formes abortives de la poliomyélite peuvent faire 
apparaitre en abondance des anticorps neutralisant le virus, 
alors. que, au contraire, les formes paralytiques ne favorisent 
pas une production aussi élevée des mémes anticorps. Howitt [2], 
Harmon ect Harkins [5], et d’autres auteurs, ne retrouvent cepen- 
dant ces anlicorps que chez 60 p. 100 environ des convalescents ; 
mais de nombreux travaux [6, 7, 8, 9, 10, 44, 42, 43} démontrent 
la présence de ces mémes anticorps chez 85 a 95 p. 100 des 
adultes n’ayant jamais été atteints de poliomyélite. 

L’adaptation de la souche Lansing aux muridés réalisée par 
Armstrong [414] a permis d’étendre considérablement le champ des 
investigations sérologiques. Les études des  anticorps  anti- 
Lansing faites sur une plus grande échelle [45, 46, 47, 48, 24, 25) 
ont confirmé les résultats trouvés par les auteurs précédents. 

La classification immunologique des virus poliomyélitiques, 
réussic grace & la collaboration de plusieurs laboratoires aux 
Etats-Unis [49], a révélé que toutes les souches étudiées appar- 
tiennent aux trois types immunologiques. Toutefois, on n’a pas 


(*) Manuscrit regu le 8 juillet 1953. 
(**) Ce travail a été exécuté avec l’aide du Comité de la Poliomyélite 
de la Section québecquoise de la Légion Canadienne et du ministdére 


de la Santé de la province de Québec. (Subvention fédérale provinciale 
4 la recherche sur la Santé publique.) 
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pu mettre en évidence des antigénes communs pour ces trois 
types. : 

La distribution .des anticorps anti-type 1 (Brunhilde) et anti- 
type 3 (Leon), d’aprés les travaux de Paul, Melnick, Barnett et 
Goldblum [20} sur les sérums d’habitants de l’Egypte, semble 
suivre la courbe de distribution des anticorps du type 2 (Lansing). 
Mais Paul, Riordan et Melnick [24] ont trouvé, dans la popula- 
tion esquimaude d’Alaska, un pourcentage beaucoup plus faible 
de sujets possédant les anticorps des types 1 et 3 que de sujets: 
possédant les anticorps du type 2. 

I] est néanmoins généralement admis, 4 la suite des résultats 
concordants de nombreux travaux, que le taux des anticorps anti- 
type 2 (Lansing), dans une population donnée, est un indice 
assez fidéle de l'état d’immunilé de cette population, dans son 
ensemble, vis-a-vis de l’infeclion par le virus poliomyéli- 
tique [20, 23, 24, 25). 

D’autre part, il est admis que la présence des anticorps anti- 
pohomyélitiques type 2 dans une population normale est le 
résultat d’une infection par le virus de la poliomyélite. Melnick 
et Ledinko [26], en prélevant deux échantillons de sérum, l'un 
au commencement. de l’épidémie et Vautre six mois aprés ce 
premier prélévement, ont constaté chez les enfants de North 
Carolina une augmentation du titre des anticorps anti-type 2 
(Lansing). Ce fait a permis a plusieurs auteurs d’affirmer que 
la présence d’un taux élevé d’anticorps antipoliomyélitiques chez 
une proportion considérable de sujets et l’absence des mémes 
anticorps chez les sujets plus jeunes indiquent le passage d’une — 
épidémie de poliomyélite [20, 25]. Ces affirmations ne valent que 
dans les pays isolés et seulement lorsque la _ poliomyélite — 
y est rare. 

Pour cette raison, nous avons trouvé opportun de rechercher 
les anticorps anti-type 2 (Lansing) chez les habitants de Saint- 
Augustin au nord-est de la province de Québec, au Canada. En 
janvier-février 1950, une épidémie de poliomyélite a sévi dans 
ce village isolé. Pendant l’épidémie, nous avons prélevé les 
sérums des habitants de cet endroit et avons étudié la distribu- 
tion des anticorps anti-type 2 (Lansing) dans les divers groupes 
d’age. Nous avons constaté qu’il existe une relation étroite entre 
la fréquence de la poliomyélite parmi les sujets de divers 
groupes d’age [24] et la proportion d’entre eux qui ne possédent 
pas d’anticorps. Les virus isolés pendant l’épidémie appartiennent 
au type 1 (Brunhilde). L’identification des souches a été faite par 
le D™ Charles F. Pait, Départment of Bacteriology and Parasito- 
logy, University of Southern California. 

En yue d’étudier l’évolution du taux des anticorps anti-polio- 
myélitiques consécutivement a une épidémie, I’Institut de Micro- 
biologie et d’Hygiéne de l'Université de Montréal a organisé, en 
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mars 1952, une deuxiéme expédition scientifique & Saint-Augustin. 


Cette expédition a prélevé 347 échantillons du sérum des habitants 
de ce village. 


PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS. ME&THODES. 


Situation géographique du village de Saint-Augustin. — Saint- 
Augustin est situé sur la rive nord du golfe Saint-Laurent, pres 
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Prownce de 


Fic. 1. — Situation de l’agglomération de Saint-Augustin 
sur la rive nord du golfe du Saint-Laurent. 


de la frontiére Québec-Labrador, au nord du 51° paralléle et 
entre 58° et 59° de longitude (voir fig. 1). 

Les habitants. — Quatre cent dix-sept personnes, toutes de 
race blanche, ont habité ce village en 1952. Toutes habitaient ce 
village pendant l’épidémie de janvier 1950, a lexception de 
30 enfants qui sont nés aprés l’épidémie (voir tableau I). Pen- 
dant les deux derniéres années, 6 personnes sont mortes et 
4 familles ont quitté le village. 

Epidémie de janvier 1950. — La description complete de la 
population et des caractéres épidémiologiques de l’épidémie de 
janvier-février 1950 a paru dans notre publication précé 
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Tasieac I. — Population de Saint-Augustin en 1952. 


a4. 8 
a] & 
3 <a 
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dente [24]. Rappelons pour le moment que l’épidémie fut trés 
grave. On y a observé des paralysies chez 4,4 p. 100 de la popu- 
lation et seuls les enfants agés de 2 a 14 ans furent atteints pen- 
dant cette épidémie. 

Le sérum. — Le sang a été prélevé aseptiquement chez 
347 habitants de Saint-Augustin, soit chez 84 p. 100 de la popu- 
lation, deux ans aprés |’épidémie (voir tableau IT). Le sang fut 
transporté a Montréal, ot nous avons recueilli le sérum pour le 
congeler 4 — 40° C. Au moment de l’emploi, le sérum est décon- 
gelé a la température du laboratoire. Deux cent soixante-six 
paires de sérums provenant des mémes sujets ont été titrées en 
méme temps, le premier sérum ayant été prélevé en 1950 et 
gardé 4 — 40° C, et le deuxiéme, prélevé en 1952, et gardé dans 
les mémes conditions. Le titre des sérums prélevés en 1950, tel 
que déterminé a celte date, n’a pas changé sensiblement lors du 
retitrage en 1952. 

Le virus. — Nous avons employé la souche de virus Lansing 
adaptée a la souris que MM. Th. Francis et G. C. Brown ont 
eu l’amabilité de nous expédier d’Ann Arbor. Cette souche, 
dont la LD50 est de 10—*.*, tue 90 p. 100 des souris a la dilu- 
tion 1:10. 

La préparation du virus, les essais de neutralisation et ]’appré- 
ciation du degré de positivité ont été faits suivant les techniques 
décrites dans les publications précédentes [47, 24, 25]. 

Rappelons seulement que le virus dilué 4 1:10 est mélangé 
a’ parties égales avec les sérums a essayer, dilués eux-mémes 
a 1:2,5, 1:10 et 1:40. On obtient ainsi une neutralisation finale 
du virus 4 1:20 par des dilutions de sérum 4 1:5, 1:20 et 
1 : 80. Ces mélanges sont inoculés 4 des groupes de 8 souris par 
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TasLeau ll. 


Pourcentage 


Dn 


15 419 ans 


20 A 24 ans 


25 & 29 ans 


30 & 34 ans 
35 & 39 ans 
40 & 44 ans 
45 & 49 ans 
50 & 54 ans 
55 & 59 ans 


60 & 64 ans 


65 & 77 ans 


dilution. Les animaux restent sous observation pendant trente 
jours. 

Les résultats sont calculés suivant la méthode cumulative de 
Reed et Muench [80] et, seuls, les sérums donnant une protection 
cumulative de plus de 50 p. 100 sont considérés comme positifs ; 
ceux qui, posilifs 4 1:5, donnent moins de 30 p. 100 de protec- 
tion & 1:80 sont qualifiés de faiblement positifs (+); ceux qui, 
positifs 4 1:5, donnent 4 1:80 plus de 30 p. 100 de: protection 
sont considérés comme fortement positifs (+ +). 

Tous les tests présentant une irrégularilé queleonque sont 
répétés. Si parmi les 8 souris témoins inoculées avec le virus 
seul, il y a plus d’une survie, toute l’expérience est recommencée. 


ae 
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Les résultats de neutralisation indiqués dans la figure 2 et les 
tableaux III, IV et VI montrent que les enfants nés aprés l’épi- 
démie possédent peu d’anticorps. Chez 19 enfants dans. ce 
groupe, nous avons trouvé que 48 p. 100 ne possédent pas d’anti- 
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Age 


Fic. 2. — Courbe de neutralisation de la souche Lansing pour les sérums de 
Vensemble de la population de Saint-Augustin classée par groupes d’ige. 
Trait plein, sérums positifs; trait interrompu, sérums fortement positifs. 
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Fic. 3. —“Courbes comparées de neutralisation de la souche Lansing 

par Jes sérums de la population enfantine de Saint-Augustin en 1950 et en 1952. 
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corps anti-Lansing dans leur sérum. Par contre, chez 35 enfants 
agés de 3 4 4 ans qui sont nés avant l’épidémie, nous avons seu- 
lement 3 p. 100 de négatifs. Parmi 155 enfants, agés de 3 a 
12 ans, nous avons trouvé seulement 9 (5,8 p. 100) sujels ne 
possédant pas d’anticorps anti-souche Lansmg. Parmi 178 adultes 
(de 13 & 77 ans), nous avons trouvé seulement 2 sujets négatifs, 
dgés respectivement de 31 et de 61 ans. 

La majorité des enfants nés avant l’épidémie posséde un ttre 


100 


60 


: —— 1952 Positifs 

fi : --~-1952 Fortement Positifs Seulement 
: _.—. 1950 Positifs 

7 : _...... 1950 Fortement Positifs Seulement 


40 


Fic. 4. — Courbes comparées de neutralisation de la souche Lansing par 
les sérums de l'ensemble de la population de Ssint-Augustin en 1950 et en 
1952. ; 


d’anticorps assez élevé. Nous avons constaté que 81,9 p. 100 des 
enfants 4gés de 3 4 12 ans possédent des anticorps a un titre 
supérieur 4 1:80. Nos essais sur les sérums prélevés en 1950, 
de ces mémes enfants alors agés de 1 4 10 ans, ont montré que 
49,6 p. 100 étaient dépourvus danticorps ; 36,6 p. 100 possé- 
daient alors dans leur sérum une quantité assez faible d’anti- 
corps neutralisants et seulement 13,8 p. 100 présentaient des 
anticorps a un titre supérieur 4 1:80. Le pourcentage total de 
posilifs chez les enfants agés de 1 4 10 ans était de 50,4 p. 100 
en 1950; en 1952, ce taux atteint 94,2 p. 100 (voir-tableaux V 
et VI et fig. 3 et 4). 

Chez les sujets Agés de 87 A 75 ans en 1950, le taux des anti- 
corps neutralisant ia souche Lansing est resté 4 peu prés le méme 
en 1952. Les différences entre Jes deux sexes, que nous avions 
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Tasieau III. — Résultats. 


Pourcentage 


1a4 ans 


549 ans 


10 & 18 ans 


15 & 19 ans 


20 & 24 ans 


25 & 29 ans 


30 & 34 ans 


35. & 39 ans 


40 & 44 ans 


45 & 49 ans 


50 & 59 ans 


observées dans les sérums prélevés en 1950, sont devenues 
minimes en 1952 (voir tableau IV et fig. 4 et 5). 

En comparant 266 paires de sérums provenant des mémes indi- 
vidus, dont le premier sérum a été prélevé en 1950 et le deuxiéme 
en 1952, nous avons constaté que 42 p. 100 des sérums de 1952 
accusent une augmentation du taux des anticorps et seulement 
4 p. 100, une diminution. J] faut souligner que, pour rechercher 
le taux des anticorps, nous avons utilisé 3 dilutions de sérum : 
1:5, 1:20 et 1:80. Les sérums trouvés positifs 4 la dilution 
de 1:80 (la plus haute utilisée) dans Jes deux échantillons sont 
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TasLteau 1V. — Distribution des anticorps selon le sexe. 
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50 & 59 ana 


60 & 77 ans 


considérés comme possédant le méme titre, mais il est probable 
que, si on avait recherché le titre des anticorps au moyen de 
dilutions plus poussées, on aurait pu en observer Vaugmentation 
chez un plus grand nombre de sujets. Nous insistons sur_le fait 
que, seuls 9 enfants, Agés de 3 4 12 ans en 1952, n’ont pas d’anti- 
corps anti-Lansing 4 celte date dans leur sang. Cing de ces 
9 enfants négatifs avaient contracté une forme paralytique de 
poliomyélite pendant l’épidémie de 1950. 

Si on prend a part les enfants qui ont souffert de pohomyélite 
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TaBLeau V. — Pourcentage des individus présentant des anticorps 
selon les groupes @’Age en 1950 et 1952. 
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paralytique, nous trouvons que sur 9 enfants étudiés, 5 sont 
négatifs, 2 possédent une faible quantité d’anticorps neutralisants 
et 2 une forte quantité. 

Parmi les 146 autres enfants qui ont eu, soit la poliomyélite 
non paralytique, .soit d’autres maladies sans relation avec la 
poliomyélite, ou qui, pendant l’épidémie, sont restés en bon état 
de santé, nous avons trouvé que 84 4 86 p. 100 possédent des 
sérums fortement positifs, 10 4 16 p. 100 des sérums faiblement 
positifs et 3 p. 100 seulement des sérums négatifs. 

Dans le tableau VII, nous comparons les résultats obtenus sur 
des sérums prélevés, les uns en 1950 et les autres en 1952, selon 
les maladies que les enfants ont faites pendant |’épidémie de 
1950. Deux ans aprés .l’épidémic, nous trouvons, parmi les 
enfants qui ont fait la poliomyélite paralytique, a peu prés le 
méme nombre de sujets négalifs que pendant 1’épidémie. Par 
contre, le nombre des négatifs a considérablement di:minué dans 
les autres trois groupes: poliomyélite non paralytique, autres 
maladies et sans maladie évidente. 

Nous n’avons pas pu isoler de nouveau, en 1952, le virus polio- 
myélitique dans les selles des anciens malades ou de leurs 
contacts. Sur 30 échantillons de selles des enfants de Saint- 
Augustin, prélevées en mars 1952, nous n’avons isolé aucun 
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Tastrau VI. — Pourcentage des individus présentant des anticorps 
; selon les groupes d'dge en 1950 et 1952. 


1A 2 ans 
344 ans 


5% 9 ans 


10 a 14 ans 


15 &19 ans 


20 & 24 ans 


18 & 22 ans 


23 & 27 ans 25 & 2 ans 


28 A 32 ans 30 A 34 ans 


33 & 37-ans 


35 & 39 ans 


38 & 42 ans 


40 & 44 ans 


43 % 47 ans 45 & 49 ans 


48 & 57 ans 50 & 59 ans 


58 & 75 ans 


» 
Total 


als} 54 16 60 & 77 ans 13)3 8 15 77 


Paar. S| 


virus. La recherche du virus poliomyélitique a été faite en ino- 
culant les singes Macacus rhesus par les voies intracérébrale, 
intranasale et intrapéritonéale avec extrait de selles 4 10 p. 100 
traité par la pénicilline et la streptomycine. Les singes ayant 
survécu plus de trente jours sans présenter de symptomes cli- 
niques de poliomyélite ont été sacrifiés, le cerveau et la moelle 
épiniére ont été examinés histologiquement. 


Discussion. 


A Saint-Augustin, nous avons trouvé un rare ensemble de 
conditions expérimentales pour étudier l’influence d’une épidémie 
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de poliomyélite sur l’évolution du taux des anticorps présents 
dans le sérum des habitants. Le village de Saint-Augustin est trés 


100 


9 


Garcons Positifs 
——— Garcons Fortement Positifs Seulement 
_. Filles Positives 
ees Filles Fortement Positives Seulement 


pourcentage 
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Fic. 5. — Courbes de neutralisation de Ja souche Lansing 
par la population enfantine de Saint-Augustin en fonction de l’age et du sexe 


Tasteau VII. — Pourcentage des individus présentant des anticorrs 
selon la maladie faite pendant l’épidémie de 1950. 


Pourcentage 


Poliomyélite paralytique 


Poliomyélite non paralytique 


Autres maladies sans indica- 
tion de poliomyélite 


1950 ——----— 


1952 --=---— 


isolé, $a population d’environ 417 habitants est stable, et les 
relations avec le monde civilisé sont trés peu fréquentes. ‘La 
poliomyélite paralytique y était inconnue jusqu’a 1950. En  jan- 
vier 1950, une tres grave épidémie a sévi dans ce village. On 
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y a observé 13 cas paralytiques, 5 cas méningés graves et 15 eas 
bénins. La morbidité a été de 8 p. 100 de la population totale. 
mais seuls les enfants agés de 2 4 14 ans ont été touchés par la 
maladie. Cette épidémie a été causée par un virus poliomyélitique 
appartenant au type I (Brunhilde). 

Nos résultats démontrent qu’une épidémie de _ poliomyélite 
causée par un virus appartenant au type I (Brunhilde) fait appa- 
raitre des anticorps hétérotypiques anti-type 2 (Lansing) dans la 
presque totalité de la population. Mais nous avons été frappés 
du fait que le pourcentage de négatifs soit resté a peu prés le 
méme deux ans aprés l’épidémie chez les enfants qui avaient 
présenté de la poliomyélite paralytique. Nous avons examiné 
8 paires de sérums chez les anciens poliomyélitiques. Dans 
3 sérums nous avons observé une augmentation du titre, dans 1 
une diminution et les 4 autres sujets sont restés négatifs. Par 
contre, sur 18 paires de sérums provenant d’enfants qui ont fait 
des formes non paralytiques de poliomyélite nous avons observé 
_dans 18 cas (72 p. 100) une apparition ou une augmentation du 
taux des anticorps ; dans les 5 autres cas, le titre déja 4 1 : 80 
n’a pas changé. Ainsi, deux ans aprés |’épidémie, tous les enfants 
qui ont fait de la poliomyélite non paralytique sont trouvés 
positifs et le pourcentage de ceux qui possédent des sérums for- 
tement posiltifs atteint le méme niveau que celui que nous avons 
trouvé 4 ce moment chez les enfants de méme Age qui sont restés 
en bon état de santé pendant ]’épidémie. 

Les enfants, nés aprés l’épidémie, possédent un taux d’anti- 
corps beaucoup plus bas que ceux qui sont nés avant |’épidémie 
de janvier 1950. ‘La constatation simultanée d’une haute fréquence 
de positivité dans les groupes de sujets plus Agés et l’absence 
de cas positifs dans les groupes des sujets plus jeunes et l’appa- 
rition des anticorps ou de l’augmentation de leur taux en 1952 
chez presque tous les enfants nés avant |’épidémie de 1950 nous 
donnent la preuve qu’on peut fixer chronologiquement et rétro- 
spectivement la date de passage d’une épidémie de poliomyélite 
dans une population en recherchant la démarcation de l’age entre 
les groupes possédant un taux élevé d’anticorps et les groupes 
ne possédant pas d’anticorps. Il nous est done permis d’affirmer 
que, onze ans avant l’épidémie de 1950, soit en 1939, une épi- 
démie de poliomyélite a sévi 4 Saint-Augustin, méme si on ne 
trouve pas de séquelles cliniques de paralysie infantile. 

On admet généralement, et depuis longtemps déja, que l’appa- 
riuon des anticorps du type 2 (Lansing) dans une population 
donnée est un critére du passage du virus, mais, 4 notre avis, on 
na. jamais, jusqu’Aa présent, démontré irréfutablement cette 
relation, Paul et Riordan [22], dans leur étude sur les anticorps 
anti-type 2 chez les Esquimaux d’Alaska, ont observé une appa- 
rition brusque des anticorps vers Page de 20 ans. De ce fait, ils 
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ont conclu qu’il y a vingt ans une épidémie de poliomyélite avait 
sévi dans cette région. Mais cette épidémie particuliére ne semble 
pas prouvée a l’évidence. Clark et Rhodes [27] ont montré une 
différence entre le taux des anticorps chez les Esquimaux habi- 
lant la région dans laquelle la poliomyélite est connue et celui 
des Esquimaux provenant d’endroits indemnes. Dans la premiéce 
région, ils ont trouvé que 75 p. 100 des Esquimaux agés de 
15 ans et plus possédaient des anticorps. Par contre, dans la 
région indemne de poliomyélite, 88 p. 100 des Esquimaux étaient 
dépourvus d’anticorps neutralisant la souche Lansing. Mais ces 
deux derniers groupes d’Esquimaux provenaient de régions diffé- 
rentes et, dans la région ot des cas de poliomyélite avaient été 
observés en 1942, ces auteurs n’ont pu étudier les anticorps chez 
les sujets Agés de moins de 15 ans, ce qui semble affaiblir les 
conclusions de Clark et Rhodes qui affirment, eux aussi, que 
apparition des anticorps correspond chronologiquement au 
passage d’une épidémic de poliomyélite. 

On a observé depuis longtemps que les enfants normaux_ pos- 
sédent des anticorps neutralisant Ja souche ‘Lansing dans une 
proportion beaucoup plus grande que ceux qui sont frappés par 
la paralysie infantile. Brown et Francis [48], procédant a la 
recherche des anticorps anti-Lansing chez 287 anciens poliomyé- 
litiques, ont révélé chez ces derniers des taux d’anticorps infé- 
rieurs & ceux des enfants normaux, les anticorps n’étant trouvés 
que chez 35 p. 100 des sérums examinés contre 73 p. 100 chez les 
témoins. 

En recherchant les anticorps anti-Lansing chez les habitants de 
Montréal, nous avons trouvé 82 p. 100 de négatifs parmi 50 sujets 
agés de 5 A 20 ans, qui ont fait la paralysie infantile quatre ans 
auparayant et 20 p. 100 seulement de négatifs parmi 187 témoins 
de méme Age [17, 25}. 

La présence des anticorps anli-poliomyélitiques chez les 
malades et leur évolution ont été bien étudiées par Steigman et 
Sabin {28]. Ils ont prouvé que, dans la plupart des eas, les anti- 
corps homologues sont déja présents douze & vingt-quatre heures 
apres l’apparition des premiers sympltémes de la maladie, leur 
taux augmente pendant les semaines suivantes et les anticorps 
persistent au moins trois ans aprés la convalescence. De plus, ils 
rapportent qu’il n’y a pas de corrélation entre le taux des anti- 
corps anti-type 2 (Lansing) et celui des anticorps contre le virus 
isolé chez le méme malade. Sabin [29], aprés avoir recherché les 
anticorps du type 2 (Lansing) chez 18 malades, chez qui il a isolé 
le virus du type 1 (Brunhilde), a trouvé que, chez 11 malades 
les anticorps anti-type 2 (Lansing) ont apparu ou que leur titre 
a augmenté de la deuxiéme a la quatriéme semaine de maladie. 
Mais aprés trois mois, ces anticorps ont complétement disparu 
ou leur titre a considérablement diminué, 
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De méme Clark et Rhodes [84], recherchant les anticorps anti- 
type 2 chez les Esquimaux malades, concluent que les anticorps 
hétérologues du type 2 (Lansing) persistent seulement un temps 
limité dans le sang des malades. Ces conclusions concordent bien 
avec de nombreux travaux publiés A ce sujet [48, 32, 33, 34}. 

Dans notre série d’observations, les enfants qui ont fait de la 

poliomyélite panalytique présentent aussi, deux ans aprés l’épi- 
démie, une augmentation des anticorps du type 2, mais dans une 
trés faible proportion. Sur 8 paires de sérums, nous avons pu 
observer une augmentation des anticorps dans 3 cas seulement. 
La majorité des malades reste dépourvue d’anticorps du type 2. 
“Mais tous les enfants qui ont fait de la poliomyélite non para- 
lytique ont acquis des anticorps du type 2 deux ans aprés |’épi- 
démie ainsi que toute la population de ce village. I] semble que, 
a Saint-Augustin, les anticorps hétérologues du type 2, apparus 
sous l’effet de la poliomyélite inapparente qui a touché tout le 
reste de la population, montraient une persistance beaucoup plus 
prolongée que ne J’ont fait les anticorps qui ont pu naitre sous 
effet de la forme grave de poliomyélite paralylique. 


CONCLUSIONS. 


Nos recherches ont consisté a déterminer le taux des anticorps 
anti-polomyélitiques du type 2 (Lansing) deux ans aprés une 
grave épidémie de paralysie infantile dans une population isolée. 
Nous avons comparé le taux de ces anticorps avec celui que 
nous avons trouvé pendant l’épidémie. 

1° Les enfants nés aprés l’épidémie possédent un taux d’anti- 
corps du type 2 beaucoup plus bas que ceux nés avant |’épidémie. 
48 p. 100 des enfants 4gés de 1 a 2 ans sont négatifs a cette 
épreuve contre 3 p. 100 des enfants agés de 3 a 4 ans. 

2° Nous avons trouvé une augmentation du taux des anticorps 
du type 2 dans tous les groupes d’Age, a l'exception des enfants 
qui ont fait de la poliomyélite paralytique. Sur 9 enfants de ce 
dernier groupe, 5 sont restés négatifs deux ans aprés l’épidémie. 


* 
** 


Nous exprimons nos remerciements & Monsieur Jean Tassé, 
M. Se., aux docteurs Roger Desjardins, D. Béliveau, Sylvio 
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par Pierre NICOLLE, Yves HAMON et Ewatp EDLINGER (°). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages.) 


\ 


La méthode de lysotypie de S. paratyphi B, mise au point par 
Felix et Callow [4], permet actuellement de classer les cultures 
de cette espéce en 10 types au moyen d’une série de bactério- 
phages spécialement adaptés. On sait tout le parti que l’on peut 
tirer en épidémiologie de cette caractérisation lysotypique. 

‘Les auteurs sont parvenus a ce résultat en trois étapes:: 

1°. Ils: ont ‘d’abord ‘créé, en 1948, cing types :°1, 2, 3a, 3al 
et 3.b. 

2° A ces 5 premiers types, ils ont ajouté en 1951 5 nouveaux 
types : Beccles, Taunton, Dundec, B. A. O. R. et Jersey [2]. — 

3° Enfin ils ont proposé la subdivision de certains types parmi 
les plus fréquents en Angleterre par l’interprétation des diffé- 
rences entre les images lysotypiques avec les phages non spéci- 
fiques des types (variations des types 1, 3a, 3a1 et 8b). 

Ainsi, la méthode n’a cessé de gagner en précision au fur et 
a mesure que le morcellement de l’espéce s’est accru. 

Dans le présent travail, nous proposons une nouvelle subdivi- 
sion de quelques types, basée sur lhétérogénéité de l'état lyso- 
géne parmi les cultures d’un méme type. 


I. — PRINCIPE DE CETTE NOUVELLE SUBDIVISION : 
HETEROGENEITE DANS L’ ETAT LYSOGENE. 


a) RAPPEL DU ROLE DE L’ETAT LYSOGENE COMME FACTEUR DETER- 
MINANT L’APPARTENANCE AUX DIFFERENTS TYPES DE FELIX ET 
Carrow. — Tous les bacilles paratyphiques B, 4 quelque type 
qwils appartiennent, sont lysogénes, c’est-a-dire qu’ils libérent 
un ou plusieurs bactériophages dans les milieux de culture ov ils 
se multiplient (2, 3}. 

L’état lysogéne d’un bacille, c’est-a-dire l'état défini par Je 
nombre et la qualité propre ou, si l’on veut, Vindividualité des 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 juillet 1953. 
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phages présents, est constant dans les cultures appartenant & un 
méme type, sauf pour quelques exceptions qui seront examinées 
plus loin. Mais il varie d’un type a l’autre. C’est ainsi que cer- 
tains types possédent un seul phage, d’autres deux, d’autres 

trois, d’autres enfin probablement quatre. . 

Ces bactériophages, dans les conditions habituelles, n’exercent 
pas d’effet lytique sur les bacilles qui les élaborent. Leur pré- 
sence potentielle (prophage) ou réelle (phage libre) dans les 
cultures rend celles-ci résistantes aux phages apparentés extraits 
d’autres bacilles, mais elle ne les protége pas contre des phages 
non s«apparentés. 

L’analyse de l'état lysogéne des différents types de S. para- 
typhi B et les expériences de transformation des types au moyen 
de phages extraits des autres types nous ont montré que ces 
phages de lysogénéité peuvent se comporter de trois maniéres 
différentes : 

f° La présence d’un phage chez un bacille peut a elle seule 
constituer le facteur qui détermine le type de ce bacille. Un tel 
phage sera dit « déterminant » pour le type. 

2° L’appartenance au type peut étre déterminée, non plus par 
la présence d’un seul phage de lysogénéité, mais par celle de 
deux phages. Chacun de ces phages est dit « demi-déterminant » 
pour le type. 

3° Enfin, certains phages ne semblent jouer aucun réle dans . 
Vappartenance au type. Ils sont dits « indifférents » pour le type. 

Ainsi, pour la majorité des types, les échantillons appartenant 
i un méme type présentent un état lysogéne constant. C’est cet 
état lysogéne qui « marque » les bacilles de ce type et leur 
confére leur image caractéristique de sensibilité aux phages de 
la lysotypie. 

Dans quelques cas, nous avons constaté cependant [existence 
de phages indifférents chez certaines cultures et leur absence chez 
d’autres cullures du méme type. 

A cdté des types dont |’état lysogéne est constant chez tous les 
échantillons, il existe done des types qui présentent une hétéro- 
eénéité dans leur état lysogéne. 


b) H&TEROGENKITE DANS L’ETAT LYSOGENE PARMI LES SOUCHES DES 
types 1, 3a1 rer 3b. — Les cultures du type 1 présentent une 
hétérogénéité dans leur état lysogéne. D’une part, une grande 
partie des cultures (groupe I) libérent un phage inactif sur 
immense majorité des bacilles paratyphiques B et actif en 
dehors de l’espéce, sur la souche n° 65 de S. Dublin et, dans 
Vespéce seulement, sur un petit nombre de souches du méme 
lysotype. Ces souches (groupe II) [nous en possédons quatre] 
présentent la particularité de décomposer le ‘d.tartrate (variété 
d.tartrate positive de S. paratyphi B). 
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D’autre part, ces quatre souches d.tartrate positives ne libérent 
pas de phage actif sur S. Dublin. L’une d’entre elles (44 231 de 
la collection de l’Institut Pasteur de Lille) a été trouvée lysogéne 
par le Dt Felix. Son phage de lysogénéité (« natural » phage) 
agit sur les cultures des types Taunton et B. Ae Ooch 

Cette « hétérogénéité » parmi les cultures du type 1 offre le 
moyen de classer ces cultures en deux sous-types suivant leur 
résistance ou leur sensibilité au phage extrait des cultures du 
groupe I. 

Malheureusement, cette subdivision ne parait pas devoir pré- 
senter un intérét pratique bien grand, puisque le deuxiéme sous- 
type constitue une exception rare. 

Les cultures du type 3a1 appartenant au groupe dont te 
modéle est la souche type B. 624 de Felix et Callow sont lyso- 
génes pour les cultures du groupe de la souche type 3 a1 B. 1305. 

De méme, nous avons constaté que les cultures du type 356 
sont lysogénes entre elles : certaines cultures de ce type élaborent 
deux bactériophages, d’autres un seul. Il est possible que cette 
hétérolysogénéité parmi les cultures du type 3b présente un 
intérét épidémiologique. Nous ignorons actuellement si ces diffé- 
rents sous-types correspondent « aux variations » de Felix et 
Callow parm: les cultures appartenant au type 1, 3a1 et 3b. 


¢) H&TEROGENEITE DANS L’ETAT LYSOGENE PARMI LES ECHANTILLONS 
pu TYPE Beccies [8]. — Toutes les cultures du type Beccles 
libérent un phage (phage a) qui est le phage « déterminant » pour 
_le type Beccles (tableau I, colonne 1): si l’on contamine une 
culture du type 3b (type de base pour le type Beccles) par ce 
phage extrait d’une culture Beccles quelconque, on lui confére 
le type Beccles. 

‘Les cultures du type Beccles sont, bien entendu, toutes résis- 
tantes a ce phage a (tableau I, colonne 2). 

Mais, tandis qu’un groupe de cultures du type Beccles [sous- 
type B,] (tableau I, ligne I) ne libére que le phage a, un autre 
groupe fsous-type B,] (tableau I, ligne II) élabore un deuxiéme 
phage, le phage ¢ (tableau I, colonne 5) et un dernier groupe 
isous-type B,] (tableau I, ligne III) libére un troisiéme phage, 
le phage b (tableau I, colonne 8). 

Les phages b et e¢ sont indifférents pour le type Beccles : gi 
l'on contamine une culture du type Beccles avec lun ou Jautre 
de ces phages, on ne constate aucune transformation de type 
décelable par la lysotypie de Felix et Callow. : 


d) Suppivision pu type BEcCLES EN TROIS sous-TypEs. — Les 
cultures du groupe B, sont sensibles aux phages b et ¢ qu’elles 
n’élaborent pas (tableau I, colonnes 4 et 6). Les cultures du 
groupe B, sont sensibles au phage b qu’elles n’élaborent pas 
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Tasieau I. — Subdivision du type Beccles basée sur l'hétérogénéité 
de l’état lysogéne parmi les cultures de ce type. 


PHAGES EXTRAITS DES DIFFERENTS SOUS-TYPES DU TYPE BECCLES 


SOUS-TYPES a eat? nee 
déterminant indifférent indifférent 


1 2 4 5 
Présence Sensibilité Présence Sensibilité Présence Sensibilit4 


Ss 


p eke 
P at 
p ae 


= P 
P ees 


Le phage a est présent;Le phage 5 est absent|Le phage c¢ est absent 
chez toutes les cul-|j chez certaines cultures} chez certaines cultures 
tures du type Beccles.| (Bo et B,) et présent) (B, et Bo) et présent 

chez d’autres (By), ll} chez d’autres (B;,). 11 

est indifférent pour le} est indifférent pour 

type Beccles, mais « dé-| le type Beccles, mais 
terminant » pour le} « déterminant » pour 
sous-type Bo, quil pro-| le sous-type B,, qu'il 
tége a la fois contre} protége contre !’ac- 
les phages 6 et c. tion du phage c seul. 


P, présence; S, sensibiliilé; —, ni présence, ni sensibilité. 


(tableau I, colonne 4), mais elles sont résistantes au phage c 
qu’elles portent (tableau I, colonne 6). 

Les cultures du groupe B, sont résistantes au phage b qu’elles 
élaborent, ce qui se comprend, mais elles sont également résis- 
tantes au phage c qu’elles ne contiennent pas: la présence du 
phage b prémunit les cultures a la fois contre le phage b et 
contre le phage c. La réciproque n’est pas exacte : la présence 
du phage c ne protége pas contre l’action du phage b. 

Nous voyons done qu’au moyen de deux phages indifférents 
extraits des groupes B, et B, on peut subdiviser le type Beccles 
en trois sous-types, les sous-types B,, B, et By. 

Les phages b et c, indifférents pour le type dans la lysotypie 
classique, du fait de la présence du premier dans les cultures du 
groupe B, et du second dans les cultures du groupe B,, peuvent 
étre considérés, dans une lysotypie auxiliaire comme celle que 
nous proposons, comme des phages respectivement déterminants 
pour les sous-types B, et B,. 


e) INTRODUCTION D’UN NOUVEAU PHAGE, LE PHAGE B,. — En 
régénérant un mutant du phage « B. A. O.R. » sur une culture 
du sous-type B, du type Beccles nous avons obtenu un phage, 
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le phage By, qui, employé a la dilution critique, peut étre consi- 
déré comme spécifique du sous-type B,, bien qu’il donne égale- 
ment la lyse confluente avec les cultures du sous-type BA 

L’introduction de ce phage B, dans la série des phages de la 
lysotypie de Felix et Callow permet d’obtenir la subdivision du 
type Beccles en trois sous-types sans le secours des phages b 
et c. En effet (tableau III), le sous-type B, est sensible a la fois 
au phage B, et au phage Dundee. Le sous-type B, n’est pas 
sensible au phage B,. Enfin, le sous-type B, est sensible au 
phage B,, mais il est résistant au phage Dundee. 


{) VaLeUR %PIDEMIOLOGIQUE DES TROIS SOUS-TYPES DU TYPE 
Brccies. — ‘Le type Beccles n’est pas trés fréquent en Europe. 
Aussi n’avons-nous pu réunir qu’un trés petit nombre d’obser- 
vations de foyers du type Beccles. Cependant, les résultats de 
la subdivision du type Beccles en trois sous-types sont trés 
encourageants : toutes les cultures de chacun des fovers étudiés 
appartenaient 4 un méme sous-type (tableau II). 


TasLeEau II. 


PHAGES DE FELIX ET CALLow 


FOYERS EPIDEMIQUES 


SOUS-TYPES 


Taunton 
Dundee 


Foyer La Baule (4 cultures) (4) 

Foyer Assen (6 cultures). 

Foyer Nantes (7 cultures). 
Foyer Cholet (8 cultures). 


ro) 


Nombreux foyers d’Autriche. 


LC Foyer Midwoud (2 cultures) (4). 


LC, lyse confluente. 

_(1) Souches envoyées par le D' Scholtons, d'Utrecht, auquel nous adressons nos remer- 
ciements. Le D' Scholtens avait remarqué de son cété que l'état lysogéne des souches 
d’Assen et des souches de Midwoud était différent. ‘ 


EIS SRT ER RE ES SS SE SS A I MAE! 


Leutilité des phages b, ¢ et B, ne parait pas se limiter au type 
Beccles. Le type Jersey fournit généralement la lyse confluente 
avec le phage B,, mais certaines souches sont résistantes. 

‘La majorité des cultures.du type Taunton sont sensibles aux 
phages b et c ; mais elles sont résistantes au phage B,. Quelques 
souches sont lysées par les trois phages. Enfin, un troisiéme 


=e Sale 
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groupe est constitué par des cultures résistantes aux trois phages. 


SOUS-TYPE PHAGE 6 PHAGE C PHAGE Bo 
Laila ee eset) Sui icee Tahetrte LC LC 0 
Dar Amen e valy One al Sale Bremen dO LC. LC 
AB ic WAC SEA eeu est BMRA Bee 0 0 0 


Pour le type B. A. O. RK. la majorité des cultures résistent au 
phage ¢ et sont lysées. par le phage B, ; toutefois, dans quelques 
cas rares, les cultures sont sensibles aux deux phages. 

Le type Dundee fournit les schémas suivants avec les nouveaux 


phages : 
SOUS-TYPE PHAGE b / PHAGE C PHAGE By 
| are at i eo Pee ent ey LC 0 +++ 
Do wctieneee fois ew ee aoe aes LC 0 0 
DE sop reg 0 bee aoe ulate 14 io! eee 0 


Le groupe Z (cultures non caractérisab!es) se montre également 
hétérogéne dans sa sensibilité aux nouveaux phages ; on obtient 
les deux schémas suivants : 


SOUS-GROUPE PHAGE b PHAGE C PHAGE Bo 
Tip aR EER SOE a eh oes Namen ey el TSR a NE LC 0 0 
7D aN Nay ego CR RD Si RE 0 0 0 


Mais l’intérét pratique de la subdivision des types Taunton, 
B. A. O. R. et Dundee et du groupe Z, telle que nous l’avons 
obtenue jusqu’ici, est A peu prés nul en raison de la dispropor- 
tion considérable de fréquence entre les différents sous-types. 


Discussion. — La méthode de lysotypie de Felix et Callow 
permet de caractériser prés de 99 p. 100 des bacilles para- 
typhiques B qu’on isole en Europe. Malgré cet excellent résultat, 
il faut reconnaitre que |’efficacité de son application en épidé- 
miologie se trouve souvent réduite par suite du manque de variété 
des types présents dans de nombreux pays et de la prédominance 
excessive de l’un d’entre eux. C’est ainsi qu’en France, de 1949. 
& 1952, trois types ont été communs: le type Taunton (43 p. 100 
des cas), le type Dundee (84 p. 100) et le type Jersey (14 p. 100). 
Le type Beccles a été moins fréquent (2,5 p. 100). Les autres 
lypes ont été rares (1, 3a1, 3a, 36) ou bien n’ont jamais été 
trouvés (2, B. A. O. R.) [4]. 

Tl est évident que, dans de telles conditions, la rencontre de 
bacilles appartenant 4 un type commun dans |’étude épidémio- 
logique de foyers voisins ne présente qu’une faible signification. 

Cette situation défavorable est encore aggravée par la prépon- 
dérance, quelquefois méme par la présence exclusive d’un type 
dans une région : le type Taunton en Vendée et dans le Bas-Rhin, 
le type Dundee dans les communes cotiéres du pays de Caux, le 
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type Jersey dans les départements du sud de la Bretagne et en 
Anjou. : 

Dans le présent travail nous proposons de remédier a 
ces inconvénients par la subdivision de certains types de 
S. paratyphi B. a 

Pour effectuer cetle subdivision, nous nous sommes appuyés 
sur le principe suivant: les cultures de certains types (1, 3al1, 
3b et Beccles) ne présentent pas un état lysogéne constant : 
certains échantillons libérent des phages supplémentaires qui ne 
jouent aucun réle dans l’appartenance au lysotype (phages indif- 
{érents). La présence de tels phages chez certaines cultures et 
leur absence chez d’autres cultures du méme type déterminent 
leur résistance ou leur sensibilité 4 ces phages indifférents. On 
posséede ainsi un moyen de subdiviser certains types en deux ou 
trois sous-types. 

Nous avons étudié d’une maniére plus approfondie la subdi- 
vision du type Beccles. Trois sous-types ont été ainsi créés : les 
sous-types B,, B, et By. 

L’addition ultérieure du phage adapté B, aux phages de la 
lysotypie de Felix et Callow simplifie cette subdivision. 

L’étude de quelques foyers épidémiques a donné des résultats 
encourageants, mais seule une expérience plus étendue nous 
renseignera sur la valeur épidémiologique de cette subdivision. 

Ces résultats présentent, nous ne nous le dissimulons pas, un 
intérét plus théorique que pratique (du moins pour les cultures 
de S. paratyphi B isolées en France). 

Il aurait été beaucoup plus souhaitable de trouver un moyen 
de fragmenter les types Taunton, Dundee et Jersey. Malheureu- 
sement, chacun de ces types semble posséder un état lysogéne 
uniforme. Le principe sur lequel nous nous sommes appuyés 
pour effectuer la subdivision des typés 1, 3a 1, 3 b et Beccles n’est 
done pas applicable aux 3 types les plus communs en France. 
Il est permis d’espérer qu'on parviendra néanmoins A ce résultat 
par un autre procédé, 

ConcLusions. 


L’hétérogénéité constatée dans l’état lysogéne de certains types 
de S. paralyphi B a permis de subdiviser ces types, notamment 
le type Beccles, en un certain nombre de sous-types. 

La concordance de cette subdivision avec les données épidémio- 
logiques fournit un argument en faveur de son intérét pratique. 
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LES REACTIONS CELLULAIRES ET LA PHAGOCYTOSE 
CHEZ LES COBAYES 
INOCULES PAR VOIE INTRAPERITONEALE 
AVEC DES BACILLES DE HANSEN 
VIVANTS OU MORTS 


par R. CHAUSSINAND et C. TOUMANOFF. (°*). 


(Institut Pasteur.) 


La résistance du cobaye a l’infection lépreuse est un fait qui 
n’exige ni vérification, ni lappui d’observations nouvelles. Tou- 
tefois, les modalités de la destruction des bacilles de Hansen 
dans Vorganisme du cobaye n’ont pas été précisées. Pour 
chercher a élucider cette question, nous avons d’abord étudié 
la réaction cellulaire déterminée par l’inoculation intrapéritonéale 
de bacilles de Hansen vivants ou morts. 

Metalnikov et l'un de nous [8, 4] ont noté les réactions des 
cellules dans le périloine du cobaye aprés l’injection, soit de 
substances inertes (encre de Chine, carmin), soit de microbes 
divers, pathogénes ou non, et ont pu démontrer la spécificité des 
réactions cellulaires dans chaque cas particulier. La technique 
suivante était utilisée dans ces recherches. 

L’inoculation est pratiquée par voie intrapéritonéale en évitant 
soigneusement de blesser |l’intestin. Les  prélévements de 
V’exsudat sont effectués a l’aide d’une pipette stérile a extrémité 
légérement recourbée, d’abord pendant les premicres heures qui 
suivent l’injection et ensuite tous les 2 jours. 

Pour établir la formule leucocytaire, on compte 200 leucocytes. 
L’étude de la phagocytose demande l’examen de 200 cellules de 
chaque type. ‘Le pourcentage des cellules contenant des microbes 
est désigné sous le nom d’ « index phagocytaire ». 

Nous avons employé cette technique pour l’étude de la réac- 
tion cellulaire et de la phagocytose des bacilles de Hansen dans 
le péritoine du cobaye. 

Dans l’inflammation, quelle qu’en soit l’origine, l’activité des 
phagocytes ne se manifeste pas uniquement par l’englobement 


(*) Manuscrit recu le 9 juillet 1953. 
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des substances étrangéres, elle se traduit encore par Ja destruc- 
tion’ des phagocytes mémes par d’autres phagocytes. Ce phéno- 
mene dénommé « autophagie leucocytaire » [6] a été également 
étudié au cours de nos observations. 

Dans notre expérimentation, les inoculations intrapéritonéales 
ont été pratiquées avec les substances suivantes : 

1° Bacilles de Hansen (léprome broyé) vivants en suspension 
4 5 p. 100 dans l’eau physiologique ; 

2° Antigéne de Mitsuda, c’est-a-dire bacilles de Hansen (léprome 
broyé) tués par ébullition, en suspension a 5 p. 100 dans l'eau 
physiologique, puis phéniquée a 0,5 p. 100; 

3° Bacilles de Hansen (léprome broyé) tués par ¢ébullition en 
suspension a 5 p. 100 dans ]’eau physiologique. 

Toutes ces suspensions bacillaires ont été préparées avec un 
seul gros léprome, trés riche en germes, provenant d’un malade 
lépromateux non traité. 

Les prélévements des exsudats ont été effectués tous les 2 jours 
et cela, en général, pendant plusieurs mois. Mais, pour ne 
pas trop allonger les tableaux, nous nous abstiendrons d’y 
incorporer les résultats constatés au dela du 80° jour. Nous 
rapporterons ces observations dans le texte et nous nous borne- 
rons a indiquer les résultats du dernier examen a Ja fin de 
chaque tableau. A noter que les expériences que nous citons 
a titre d’exemple ont été répétées plusieurs fois et ont donné 
des résultats identiques a quelques détails prés. 


IT. — INOCULATION DE BACILLES DE HANSEN VIVANTS. 


Dans les expériences avec les bacilles vivants, nous avons 
procédé, par voie intrapéritonéale, .A l’injection de doses crois- 
santes : 1 cm*, 1,5 cm® et 2 cm?® d’une suspension de 1 g de 
léprome broyé dans 20 cm* d’eau physiologique. Nous ne relate- 
rons a titre d’exemple que deux de ces expériences. 


Expérience A (tableau 1), 


Dans cet essai, le cobaye a recu 1 cm® de la suspension de 
léprome et l’étude de la réaction cellulaire dans l’exsudat a été 
poursuivie pendant 50 jours. . 

Réaction cellulaire. — On constate, 4 heures et 7 heures apres 
l’inoculation, la prédominance des polynucléaires (94 et 87 p- 100). 
Mais, au cours du 2° jour, leur nombre baisse (12 p. 100) et l’on 
note, a partir du 10° jour, des pourcentages variant entre 27 
et 53. La réaction observée dans ce cas peut étre définie comme 
mono-lymphocytaire & poussées irréguliéres de polynucléose. 

Phagocytose. — La phagocytose par les polynucléaires ne s’est 
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Tasteau I. — Inoculation de bacilles de Hansen vivants. 
(1 cm$ d’une suspension & 5 °/, de léprome broyé ) 


[iS te oly Si ta ner ee dl ipsa pee Roars Malla Bacilles 
Poly Mono | Lympho| Poly Mono |Autoph libres 
1 h.30 47 53 te) 28 50 (0) +++ 
4h. 94 6 (0) 4 1 (0) + + 
The 87 13 fe) 10 20 fe) + + 
24 h. 50 50 te) 11 34 3 + 
2 jours 12 719 9 5 39 0 x 
A 1 83 6 2 16 0 
6 - 14 70 16 0 22 (0) + 
8 - 25 47 28 (0) 14 1 
10 = 27 41 32 0 10 1 
V2 = 29 45 26 0) 12 1 
14 = 23 47 30 10} 18 1 
16 - 46 33 21 0 10 0 
18 - 27 48 25 {0} 10 0 
20 = 37 47 16 6) 3 0 
22 |= 49 28 23 0 a 1 
25 = 46 34 20 ce) 4 (0) 
AT es 50 22 28 0 0 0 
30 = 53 30 17 0) 1 0 
50 = 19 60 21 0 5 2 


manifestée que les 4 premiers jours, tandis que les mono- 
nucléaires ont contenu des bacilles de Hansen pendant toute la 
durée de ]’observalion. L’index phagocytaire des mononucléaires 
a varié de 1 a 50 les 14 premiers jours, puis il est tombé 
les jours. suivants de 10 a 0. 

Autophagie. — L’autophagie s’est montrée faible et n’a pas 
dépassé 3 p. 100, mais elle a pu étre constatée encore 50 jours 
apres l’inoculation. Au début, on enregistrait surtout la 
phagocytose des polynucléaires par les mononucléaires, mais 
ensuite les mononucléaires n’englobaient dans leur protoplasme 
que des mononucléaires. Nous avons vu quelquefois des macro- 
phages contenir jusqu’a 5 cellules en voie de digestion. 

Bacilles libres. — On ne note la présence de bacilles libres dans 
Vexsudat que pendant les 6 premiers jours. 


Expérience B (tableau IJ). 


Dans ce cas la dose inoculée a été de 2 cm’. 
Réaction cellulaire. — A partir du 2° jour, ce sont également 
les mononucléaires et les lymphocytes qui constituent la majeure 
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partie des cellules constatées dans l’exsudat avec prédominance 
variable de l’un ou de |’autre type. On note toutefois que les 
polynucléaires se maintiennent a un niveau assez élevé atteignant, 
le 20° et le 30° jour, 40 et 47 p. 100 du total des éléments figurés. 


TapLEau Il. — Inoculation de bacilles de Hansen vivants. 


(2 cm? d'une suspension & 5 °/o de Jéprome broyé). 


Formule leucocytaire Phagocytose 
Tempah) 1. see see ree as G eae oe |e ee ai me ae nee eee 
Poly Mono | Lympho} Poly Mono |Autoph 
1 h.30 80 20 O 47 21 0) 
4h. 84 16 (0) 34 15 1 
7 he 70 30 (e) 30 19 (0) 
24 h. - - - - =. 
2 jours 8 88 4 10 4 O 
5 - e) 81 10 0 31 0 
Le 28 36 36 (0) 15 (e) 
9 s- 11 52 37 ce) 43 (0) 
11 - 18 64 28 6) 25 2 
ea SS 15 31 54 e) 19 2 
14 = 25 57 18 0) 15 1 
WG. = 22 15 27 0 15 ¢) 
18 - 55 41 26 0 3 10) 
200 = 40 35 OD) 0) 1 1 
22.C=C«e 30 47 23 fe) 2 (0) 
25) = 29 22 49 0) te) (0) 
eT) = 20 43 37 fe) 2 (0) 
30, = 47 28 25 (0) 3 10) 
191 - 22 53 25 10) (0) QO 
Phagocytose. — Aucune particularité n’a été observée en ce 


qui concerne la phagocytose, l’activité phagocytaire des poly- 
nucléaires s’arrétant définitivement aprés 48 heures, celle des 
mononucléaires se poursuivant jusqu’au 68° jour. 

Autophagie. — Comme dans ]’expérience A, l’autophagie s’est 
montrée faible, variant de 1 a 2 p. 100 les 30 premiers jours, 
puis se manifestant irréguliérement jusqu’au 107° jour, date a 
laquelle elle a été constatée la derniére fois. 

Bacilles libres. — Des bacilles libres ont été vus dans l’exsudat 
les 7 premiers jours. Ensuite, ils n’ont été observés que rarement 
et en petit nombre (16° et 32° jours). 


II. — InocuLaTION DE BACILLES DE HANSEN MORTS. 


Pour l’étude de la réaction cellulaire et de la phagocytose chez 
le cobaye aprés l’inoculation de -bacilles de Hansen morts, nous 
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nous sommes d’abord servis de l’antigéne de Mitsuda (suspension 
de 1 g de léprome broyé, soumis a l’ébullition pendant 1 heure 
dans 20 cm* d’eau physiologique, puis phéniquée a 0,5 p. 100). 

Voici, a titre d’exemple, le résultat d’une de ces expériences. 


‘Expérience A (tableau III). 


Dans ce cas; le cobaye a recu en injection intrapéritonéale 
2 cm’ d’antigéne de Mitsuda. 

Réaction cellulaire. — La polynucléose, forte au début, fait 
place Je 2° jour a la mononucléose et a la lymphocytose. Les 
macrophages et lymphocytes se rencontrent, soit en nombre a peu 
prés égal, soit avec prédominance d’une forme cellulaire sur 
Vautre. La réaction cellulaire se révéle donc du type mono- 
lymphocytaire, comme aprés l’injection de bacilles vivants. 


TasBLEAv IJJ. — Inoculation de bacilles de Hansen morts. 
(2 cm’ d’antigéne de Mitsuda). 


Formule 1leucocytaire Phagocytose Bacilles 


libres 


ONN OF UND UV UW VP UD UN DY — 
Cyt Onc: St OO ab OOO On: A COMO Or OC 


1 
1 
1 
ce) 
1 
0 
te) 
(0) 
(0) 
(6) 
ie) 
(0) 
fe) 
ie) 
te) 
10) 
ie) 


Phagocytose. — La phagocytose des bacilles lépreux morts, 
phéniqués a 0,5 p. 100, est beaucoup plus faible que celle des 
germes vivants. [La présence de polynucléaires contenant des 
bacilles n’a été observée que pendant 48 heures et leur nombre 
n’a jamais dépassé la proportion de 1 p. 100. Les mononucléaires 
sont entrés en action également 1 h. 30 aprés l’inoculation, mais 
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leur index phagocytaire était faible. Les index les plus élevés 
(8 et 7) ont été relevés les 26° et 28° jours. Ensuite, les bacilles 
n’ont été rencontrés dans les macrophages que trés irréguliére- 
ment (33°, 45°, 47°, 81° et 117° jours) et cela dans 2 p. 100 des 
cellules au maximum. Notons encore que, du 117° au 149° jour, 
nous n’avons plus trouvé de bacilles dans les mononucléaires 
malgré des recherches minutieuses. 

Autophagie. — L’autophagie s’est manifestée de maniére faible 
et irréguliére. Les pourcentages des macrophages contenant soit 
des microphages, soit des macrophages, variaient entre 1 et 5. 
Nous avons pu observer l’autophagie encore 45, 51 et 53 jours 
aprés l’inoculation. 

Bacilles libres. — Les bacilles libres ont disparu rapidement. 
Aprés 24 heures, plus aucun germe non phagocyté n’a été trouvé 
dans |’exsudat. ; 

Expérience B (tableau IV). 


_Les essais d’inoculation aux cobayes de 2 cm® d'une suspen- 
sion de 1 g de léprome broyé, soumis a I’ébullition pendant 
1 heure, dans 20 cm* d’eau physiologique, sans addition d’acide 


TasLtrau IV. — Inoculation de bacilles de Hansen morts. 
(2 cm? d’une suspension a 5 °/, de léprome broyé). 


Poly Mono | Autoph 


CO | | | 


0 0 1 ++ + 
G G 1 + + 
0 5 2 fp 
1 8 1 + + 
0 6 (0) + 

C 2 2 

) 7 2 

@) 8 (0) 

0 9 1 

G 13 re) 

(¢) 15 (@) 

0 16 (9) 

0 C fe) 

0 c te) 

10) @) 6) 

(0) © 0 

0 @) (@) 

fe) 6) (6) 

(0) 0) (¢) 
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phénique ont donné des résultats semblables A ceux obtenus avec 


Vantigéne de Mitsuda. 

Réaction cellulaire. — La polynucléose du début a “été moins 
forte gu’aprés l’injection de l’antigéne de Mitsuda. La réaction 
était également du type mono-lymphoeytaire. 

Phagocytose. — Nous n’avons pu déceler des bacilles dans les 
polynucléaires que sur un frottis et cela dans la proportion de 
1 p. 100 seulement. L’index phagocytaire des mononucléaires a été 
plus élevé que dans les cas injectés avec l’antigéne de Mitsuda, 
sans toutefois atteindre |’intensité observée aprés l’inoculation de 
doses identiques de germes vivants. ‘Les bacilles ont été vus dans 
les macrophages, la derniére fois, le 32° jour aprés l’inoculation. 

Autophagie. — L’autophagie, observée assez réguliérement au 
début de l’expérience, est devenue trés irréguliére a partir du 
9° jour. Du 56° au 166° jour, elle n’a plus été constatée. 

Baciles libres. — Les bacilles libres n’ont plus été observés 
dans l’exsudat aprés 48 heures. 


III. — MopaiTés DE LA DESTRUCTION 
DES BACILLES DE HANSEN DANS LES PHAGOCYTES. 


En examinant les préparations d’exsudat des divers cobayes, 
nous avons cherché a connaitre les modalités de la destruction du 
germe de la lépre dans les leucocytes. 

Les polynucléaires n’exercent leur activité phagocytaire que 
pendant les 2 a 4 premiers jours qui suivent l’injection des 
bacilles. \L’étude des frottis ne nous a pas permis de constater 
une destruction importante des germes dans les microphages. En 
effet, les bacilles phagocytés gardent leur aspect normal et restent 
parfaitement colorables par la méthode de Ziehl. Ils forment trés 
souvent des amas compacts qui peuvent occuper la ‘totalité du 
protoplasme cellulaire. On observe cependant des images assez 
fréquentes de phagolyse et, a proximité des cellules lysées, on . 
note quelquefois la présence de groupes de bacilles de Hansen, 
soit A aspect normal, soit, plus rarement, en état de dégénéres- 
cence. I] est peu probable que cette dégénérescence provienne 
d’un phénoméne de bactériolyse extracellulaire. Il s’agit plutét 
de bacilles modifiés par l’action des phagocytes et mis en liberté 
a la suite de la phagolyse subie par les microphages. Nous n’avons 
jamais observé une destruction totale des bacilles de Hansen dans 
les microphages, ni méme les phases avancées de cette destruction. 

Dans les macrophages, au contraire, la destruction des germes 
est plus manifeste. On note la fragmentation des corps bacillaires 
en chatnettes de granulations et, parfois, la dissolution des germes 
et leur transformation en une masse amorphe, colorable en rouge 
ou en rose par le Ziehl. Cette désintégration bacillaire se remarque 
dans les macrophages ayant phagocyté des germes ou bien dans 
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ceux exercant l’autophagie et contenant a la fois des bacilles et 
des polynucléaires ou des monocytes en digestion. Quelquefois, 
nous avons noté un début de destruction des germes, non pas 
4 Vintérieur des monocytes, mais a leur contact immédiat. On 
observe alors, accolés aux macrophages, de petits amas de bacilles 
en voie de lyse ayant l’aspect de masses diffuses dans lesquelles 
on distingue a peine les corps bacillaires. 

Sur plusieurs frottis d’exsudat, nous avons constaté, dans le 
protoplasme cellulaire de macrophages, au voisinage immédiat de 
germes en voie de destruction, la présence de petits « corpuscules 
réfringents » de forme variable ressemblant a des cristaux. Ces 
inclusions n’ont jamais été vues dans l’exsudat normal et elles 
ne s’observaient que rarement dans les cellules des animaux 
inoculés avec des bacilles morts. Par contre, on les rencontre en 
grand nombre chez les animaux injectés avec des bacilles vivants 
et cela particuliérement 20 a 30 jours aprés |’inoculation. Dans 
la. plupart des cas, les inclusions sont entourées d’une zone claire 
qui donne au protoplasme des cellules un aspect vacuolaire. Il 
est intéressant de noter que les bacilles se trouvant dans les 
macrophages sont, en général, situés dans une zone protoplasmique 
plus claire et que le siége des « corpuscules réfringents » semble 
correspondre a celui des bacilles en voie: de destruction. Ces 
inclusions ont également été décelées dans les macrophages libres 
de bacilles et dans des cellules ne contenant que des « poussiéres » 
acido-résistantes qui peuvent étre considérées comme le dernier 
stade colorable de la désintégration du bacille de Hansen [2]. H 
est évident que la nature de ces « corpuscules réfringents » est 
difficile a préciser, mais on peut se demander s’il ne s’agit pas 
de produits de désintégration des bacilles lépreux digérés, ou 
alors, d’inclusions résultant d’une réaction spéciale du_proto- 
plasme cellulaire, réaction qui serait en rapport avec la digestion 
du bacille de Hansen. 


IV. — CoMPARAISON DE NOS RESULTATS 
A CEUX OBTENUS PAR L INJECTION INTRAPERITONEALE 
D'AUTRES BACILLES ACIDO-RESISTANTS. 


Les observations que nous venons de résumer peuvent étre 
comparées aux résultats notés par d’autres auteurs qui ont injecté 
des bacilles tuberculeux ou des bacilles de Stefansky dans le 
péritoine de cobayes. 

Parmi les travaux concernant l’injection intrapéritonéale de 
bacilles acido-résistants, il faut ciler tout d’abord ceux de 
Metalnikov et de lun de nous [4], puis ceux de Metalnikov et 
Sekreteva [5] qui ont opéré avec du BCG. Ces expérimentateurs 
n’ont poursuivi l’étude de Vexsudat que pendant 7 a 18 jours. 
Ils ont constaté que la réaction cellulaire était du type mono- 
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lymphocytaire (polynucléose, puis prédominance des macrophages 
suivie de lymphocytose). Les bacilles libres disparaissaient de 
Yexsudat au bout de 2 a 38 jours et l’activité phagocytaire ne 
durait que 3 a 5 jours. Enfin, l’autophagie se révélait faible. 
Nous n’avons pas enregistré aprés l’injection de bacilles lépreux 
une régularité aussi manifeste dans le comportement des cellules 
de l’exsudat. 

Bernard [4] observe, aprés l’inoculation de bacilles de Stefansky 
dans le péritoine de cobayes, que les lymphocytes, d’abord plus 
nombreux que les polynucléaires, cédent la place a ces derniers 
dés la 4° heure. Au bout de 24 heures, les grands mononucléaires 
prédominent. Il remarque encore que la phagocytose est exercée 
par toutes les cellules blanches, mais que, dans les premiéres 
heures, ce sont surtout les polynucléaires qui se montrent actifs. 
Les bacilles de Stefansky semblent exercer une action toxique : 
envers les polynucléaires qui se manifeste par la pycnose des 
noyaux. La pycnose apparait également dans les polynucléaires 
ne contenant pas de bacilles. L’auteur conclut que « les mono- 
nucléaires, hdtes habituels des bacilles de Stefansky, finissent 
par les absorber tous, parfois avec les polynucléaires. qui les 
contiennent ». Les faits notés par cet auteur, qui n’a étudié 
Vexsudat que pendant 8 jours, sont 4 peu prés semblables a ceux 
que nous avons constatés. Nous n’avons cependant pas observé 
la dégénérescence pycnotique des noyaux des polynucléaires. I 
se peut que cette dégénérescence soli un phénoméne propre a 
Vinoculation du bacille de Stefansky. Toutefois, dans ces expé- 
riences encore, on constate que la réaction cellulaire est du type 
mono-lymphocytaire et que la destruction des bacilles est surtout 
due a l’action des macrophages. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 

L’injection de bacilles de Hansen dans le péritoine du cobaye 
provogue toujours dans l’exsudat une poussée de polynucléose, 
suivie d’une réaction cellulaire du type mono-lymphocytaire avec 
prédominance, soit des macrophages, soit des lymphocytes. Bien 
‘que dans l’ensemble cette réaction montre une régularité marquée, 
un examen prolongé permet parfois de noter l’apparition de 
poussées irréguliéres de polynucléose. La. réaction cellulaire 
présente A peu pres les mémes caractéres A la suite de l’injection 
de bacilles vivants et de celle de bacilles morts. Cependant, dans 
certains cas, la polynucléose du début et la mononucléose consé- 
cutive sont moins élevées aprés l’inoculation de bacilles morts. 

Les bacilles libres disparaissent assez rapidement de l’exsudat 
péritonéal, surtout chez les animaux inoculés avec des bacilles 


morts. 
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L’action phagocytaire s’accomplit d’abord par les polynu- 
cléaires, puis, par les mononucléaires qui jouent le réle prépon- 
dérant. L’intervention des microphages s’interrvtnpt le plus souvent 
au bout de 24 a 48 heures. Au contraire, des bacilles modifiés 
et en partie digérés peuvent étre découverts dais les macrophages 
3 mois encore aprés l’inoculation. 

L’activité phagocytaire des macrophages se manifeste, simulta- 
nément avec celle des microphages, 1 h. 30 a 24 heures aprés 
V’injection. Elle peut méme se révéler intense déjA au bout de 
quelques heures. La diminution de l’index phagocytaire des 
macrophages s’observe habituellement au bout de 14 4 20 jours. 

Il existe une différence frappante dans l’activité phagocytaire 
des microphages et des macrophages envers les bacilles morts et 
les bacilles vivants. On observe, en effet, et ceci invariablement, 
que la phagocytose se montre intense a la suite de l’injection de 
bacilles lépreux vivants. Il est assez difficile d’expliquer les 
raisons de ce comportement différent des phagocytes. On peut 
supposer que les bacilles vivants exercent un effet chimiotactique 
plus prononcé que les bacilles tués par la chaleur. I] n’est pas 
a exclure non plus que les tissus lépromateux contiennent une 
substance quelconque qui stimule la phagocytose des cellules ct 
qui serait détruite par la chaleur. 

L’autophagie leucocytaire, c’est-a-dire la destruction de phago- 
cytes par d’autres phagocytes, commence déja 7 heures ou, plus 
souvent, 24 & 48 heures aprés lV inoculation. Des macrophages 
englobent dans leur protoplasme des polynucléaires contenant ou 
non des bacilles. A partir du 3° jour, l’autophagie s’exerce uni- 
quement sur les mononucléaires. L’intensité de ce phénoméne ne 
se révéle pas plus forte quand Vinjection est pratiquée avec des 
bacilles vivants. 

Nos recherches ont démontré que la destruction des bacilles 
lépreux n’est pas appréciable dans les polynucléaires et lente dans 
les mononucléaires. Les formes de destruction observées dans les 
macrophages ressemblent aux divers stades de dégénérescence du 
bacille de Hansen constatés dans les lésions lépreuses. La diges- 
tion et la destruction des germes vivants sont sotivent suivies de 
apparition dans le protoplasme cellulaire de « corpuscules 
réfringents » de nature inconnue, ressemblant a des cristaux. On 
peut admettre qu’il s’agit soit de produits de désintégration des 
bacilles, soit d’inclusions cellulaires qui caractérisent une réaction 
spéciale des macrophages. 

Le phénoméne de bactériolyse extracellulaire n’a pas été 
constaté. Toutefois, nous avons observé rarement, au contact 
immédiat de macrophages, des agglomérations de bacilles parais- 
sant en vole de lyse. 


De l’ensemble des faits notés dans ce travail, on peut conclure 


es 
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que l’immunité naturelle du cobaye envers le germe de la lépre 
inoculé dans le péritoine est due a la phagocytose. La destruction 
des bacilles de. Hansen est vraisemblablement parachevée dans 
certains organes. Cette question appelle des _ observations 
nouvelles. 
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LE VIRUS « COBAYE E.R. » 
VIRUS SEPTICEMIQUE LATENT DU COBAYE 
A POTENTIEL NEUROTROPE 


par Aimé PELLISSIER (°*). 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


Nous avons relaté, avec J. Ceccaldi et H. Arnoult [4], dans une 
note préliminaire parue en 1950, l’isolement de ce virus de cobaye 
a Brazzaville. Nous apportons aujourd’hui l'étude détaillée de ce 
virus dont nous avons pu reconnaitre l’individualité et rectifier le 
classement primitif. 

Au début de Vannée 1948, quelques apports: étrangers de 
cobayes ont été faits a l’élevage de |’Institut Pasteur de Brazza- 
ville, en vue de l’augmenter. Nous pensons voir la Vorigine de 
Vintroduction du virus chez nos animaux. 

Nous n’avons pas constaté d’animaux morts spontanément de 
la maladie, mais il a suffi parfois d’une inoculation minime pour 
donner une grande virulence a ce virus latent. Les premiéres 
souches isolées furent mises en évidence aprés inoculation péri- 
tonéale de sang de malades fébriles suspects de rickettsiose, puis 
de broyats de poux de rats capturés dans les cases de ces malades. 
Nous verrons tout & Vheure que les cobayes présentent dans les 
monocytes de l’exsudat péritonéal des inclusions cytoplasmiques 
analogues aux « enclaves rosées » rencontrées dans le typhus, 
d’ot le nom de virus E.R. (virus 4 enclaves rosées) que nous 
avons donné a ce virus pour le différencier d’un autre virus de 
cobaye, également isolé 4 Brazzaville, et A manifestations pulmo- 
naires, Nous pensions done a |’époque avoir isolé des souches 
de rickettsies et nous sommes trés reconnaissant a P. Giroud, 
chef du Service du Typhus a l'Institut Pasteur de Paris, a qui 
nous avions envoyé nos lames, de nous avoir aiguillé sur la 
recherche d’un virus de cobaye 4 cause de l’absence de rickettsies 
sur les frottis et de labondance extraordinaire de ces enclaves 
rosees. 

_ De fait, nous avons obtenu la méme maladie expérimentale par 
Inoculation intrapéritonéale de lait stérilisé. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juillet 1958. 
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Nous avons ainsi obtenu 9 souches de ce virus : 


4 souches par inoculation de sang . . . sur 36 cobayes inoculés. 
2 souches par inoculation de poux derats. sur 6 — 
3 souches par inoculation de lait stérile. sur 24 —_ 


‘La présence de ce virus latent chez nos cobayes ne s’est mani- 
festée que pendant l’année 1948, dans le courant du premier 
semestre, Depuis nous ne Il’avons plus rencontré. 


PouvoIR PATHOGENE EXPERIMENTAL. 
’ 

Nous n’avons conservé qu’une souche du virus cobaye E. R. 
Cette souche a subi 7 passages sur cobaye, par inoculation de 
cerveau a péritoine, puis 27 passages sur souris de cerveau a 
cerveau, soit au total 34 passages. L’entretien de ce virus sur 
cerveau de souris a amené des modifications dans le pouvoir 
pathogéne expérimental et la constitution d’une souche neuro- 
trope. Il convient donc d’étudier les caractéres de la souche au 
début de son isolement, puis les caractéres actuels de la souche 
neurotrope. 


1° PouvoIR PATHOGENE AU MOMENT DE L’ISOLEMENT. — Cobaye. 
— Quelquefois dés le premier passage, toujours dés le second, 
Vanimal fait une maladie mortelle. Aprés une incubation de deux 
a trois jours, s’installe une réaction fébrile en plateau a 40-41°. 
La fiévre dure de six a dix jours et l’animal meurt trés rapidement, 
en hypothermie (fig. 1). L’amaigrissement est rapide et important. 
La perte de poids est en moyenne du tiers du poids initial. Dés 
le troisiéme jour on constate une polynucléose neutrophile 
a 70-80 p. 100 qui dure jusqu’a la mort. 

A lautopsie, les animaux présentent un exsudat péritonéal 
filant, plus ou moins important, mais toujours net, et une rate 
congestionnée et hypertrophiée. Les autres organes ne présentent 
rien de spécial, et il n’y a pas de lésions pulmonaires. Micro- 
scopiquement, on note un peu de congestion et de stase sanguine 
au niveau du foie et des reins. La rate présente une congestion 
intense et une forte réaction macrophagique. 

Les frottis de péritoine montrent des inclusions situées dans le 
cytoplasme et le noyau de grands monocytes et de cellules endo- 
théliales. Les affinités tinctoriales de ces inclusions varient avec 
les passages. Au cours des premiers passages elles sont colorées 
en bleu foncé par le Giemsa et en rouge vif par le Macchiavello. 
Puis la coloration au Giemsa se perd et les inclusions apparaissent 
en quelque sorte en négatif sur le fond bleu du cytoplasme. Le 
Macchiavello les colore alors en rose et Vaspect est identique 
aux enclaves rosées du typhus, mais avec une abondance extréme. 
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Ces inclusions sont arrondies, ‘de tailles inégales, de coloration 
inégale et sont tres nombreuses dans une méme cellule. 

Tous les organes sont virulents : le cerveau, le foie, la rate, 
le poumon et le sang. ‘Le maximum de virulence semble exister 
dans la rate et le cerveau, dont les dilutions a 1/100 000 donnent 
une maladie expérimentale de moyenne intensité. 


Singe. — Deux cercopithéques, inoculés par voie péritonéale, 


a 
H 


lips — aces aye A ie cobaye E.R. Inoculation péritonéale de sang 
cobaye filtré sur Seitz. Mort en hypothermie. Rate congestionnée 
normaux. Présence d’enclaves rosées. : Paint, 


ont présenté, aprés une incubation de quatre et de huit jours, une 
maladie fébrile mortelle en douze et quinze jours. Les animaux 
ont été sacrifiés agonisants, en hypothermie. L’autopsie a montré 
une congestion des viseéres abdominaux : rein, rate et foie 
L’histologie n’a pas décelé de lésions spécifiques. 


Lapin. — : Japins i on 
acre Bs lapins inoculés dans la chambre antérieure de 
nont rien présenté. Deux autres, inoculés dans le péritoine 
? 
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ont présenté un amaigrissement rapide, sans réaction fébrile, et 
ont été sacrifiés agonisants, en hypothermie, les quatorziéme et 


vingt et uniéme jours. L’autopsie n’a rien montré de parti- 
culier. 


Souris. — Par inoculation intracérébrale a la souris d’une 
émulsion de cerveau de cobaye de passage, nous avons obtenu 
une méningo-encéphalite transmissible en série constituant la 
souche neurotrope du virus. 

L’ inoculation intrapéritonéale entrainait la mort de 50 p. 100 
des animaux en six a huit jours, avec des signes d’excitation. 
Les frottis de péritoine montraient de nombreuses enclaves rosées. 
‘Les animaux qui guérissaient étaient ensuite immunisés contre une 
inoculation intracérébrale. 


L’instillation nasale, sous anesthésie a l’éther, et J’injection 
intrapulmonaire a la seringue nous avaient donné dans quelques 
cas une pneumopathie, avec exsudat pleural, et nous avions 
trouvé, dans deux cas, des éléments colorables au Giemsa et au 
Macchiavello, analogues aux corps élémentaires de Myiagawa. 
C’est ce qui nous avait fait penser avoir affaire a un virus du 


groupe. ornithose-lymphogranulomatose. 


Rats. — Quatre rats blancs inoculés dans le péritoine n’ont 
présenté aucune réaction. 


2° PouvoIR PATHOGENE DE LA SOUCHE NEUROTROPE. — Souris. — 
Dés les premiers passages sur cerveau de souris la maladie expé- 
rimentale s’est fixée et n’a pas varié depuis. Il y a une période 
d’incubation de six jours absolument sans aucun symptéme, Le 
septiéme jour apparaissent des signes nerveux, de l’excitation, 
des sonbresauts, des tics, des convulsions. C’est au cours d’une 
crise convulsive que l’animal meurt, le dos vodté et les pattes 
postérieures en extension. Ce sont les signes cliniques habituels 
de la méningo-encéphalite chez la souris. De fait, |’histologie © 
montre une méningo-encéphalite a cellules rondes et quelques 
polynucléaires. [I] n’y a pas d’inclusions. 

Aprés 33 passages de cerveau a cerveau, le pouvoir pathogene 
expérimental est devenu le sane: 

Chez la souris les inoculations sous-cutanées, intrapéritonéales 
et intranasales sont actuellement sans aucun effet. 

Chez le rat et le Japin inoculés par voie intrapéritonéale 
et par voie intracérébrale, on ne constate aucun pouvoir patho- 
gene, 


Singe. — W’inoculation intrapéritonéale est sans effet, par 
contre l’inoculation intracérébrale délermine une méningo-encé- 
phalomyélite fébrile, avec paraplégie, mortelle en onze jours. 
L’histologie montre des lésions banales de méningo-encéphalo- 
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myélite diffuse, sans caractéres de spécificité histologique et sans 
inclusions. 

Chez le cobaye, enfin, la souche neurotrope a conservé son pou- 
voir pathogéne original et deux animaux inoculés dans le péritoine 
ont fait la maladie fébrile mortelle, avec enclaves rosées dans les 
cellules endothéliales de l’exsudat péritonéal. 

En résumé la souche neurotrope, capable de donner encore chez 


le cobaye la maladie originale, n’est plus pathogéne que pour la _ 


souris et le singe par voie intracérébrale. 


OEur empryonnéE. — Le virus cobaye E. R. cultive sur embryon 
de poulet. Nous avons seulement pratiqué l’inoculation dans le 
sac vitellin, selon la méthode aveugle classique. Les trois premiers 
passages ont été a peu prés des passages aveugles. A partir du 
quatriéme la mortalité a commencé Aa se régulariser et au neuviéme 
passage nous avons obtenu la mort de 3 embryons sur 4 les 


sixiéme et septiéme jours. Les lésions histologiques ne présentent: 


aucun caractére particulier. Il s’agit seulement de congestion 
diffuse et de petites hémorragies au niveau de l’embryon et des 
membranes. Il n’y a pas d’inclusions spécifiques, ni de corps 
élémentaires. 

Aprés 5 passages sur ceuf, le virus a été retransmis avec succés 
a la souris, donnant la maladie expérimentale typique. 


CARACTERES DU VIRUS. 


Filtration. — Deux expériences de filtration de la souche au. 


début de son isolement ont été réussies par filtration de sang de 
cobaye sur filtre Seitz. 

Activité. — Nous avons vu que la souche normale pouvait étre 
passée avec une dilution 4 1/100 000 de cerveau ou de rate de 
cobaye. La souche neurotrope est beaucoup plus active et la 
dose DL50 pour la souris est obtenue avec une dilution du virus 
a 1/500 000. 

Conservation. — ‘Les cerveaux virulents se conservent pendant 
plusieurs mois 4 — 25° (au moins quatre mois) et pendant au 
moins dix jours & +10°. Avec le procédé assez rudimentaire de 
dessiccation dans le vide que nous employons, procédé décrit avec 
étude du virus Allenopithecus [2], nous obtenons une bonne 
conservation du virus aprés une exposition de quatorze jours a la 
température du laboratoire, c’est-d-dire +25° A +30°. 

Résistance. — Il s’agit d’un virus trés résistant, qui n’est détruit 
qu’apres deux heures de chauffage a 60° et cinq minutes a 100°. 
Les antiseptiques, formol a 5 p. 1000 et I’acide phénique a 
10 p. 1000, le détruisent en quelques heures. 


may eS 
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ETuDE IMMUNOLOGIQUE. 


Pour V identification immunologique du virus cobaye E.R., 


nous l’avons comparé 4 32 autres virus neurotropes, a savoir : 


Mirustlocauxnisolésyen*A Bo Rvom a dekle, Fh, pen en 
Virus isolés.en Afrique tropicale ...°7 0. ee Sst) 
Virus. isolés‘en’ Amérique tropicale... . 3. 2 5. 1. 0 8 4 
WITS NCUTOLFONeS GIVELSm et rhh Ge ChaeN tie. oh ee ate 14 


La liste de ces virus figure dans les tableaux I et IJ, et pour 
les caractéristiques de chacun d’eux nous renvoyons a notre étude 
immunologique du virus encéphalomyélitique de Brazzaville [3]. 

Nous avons utilisé, d’une part, les épreuves de séro-neutralisation 
croisée et, d’autre part, les épreuves de fixation croi isée du complé- 
ment. Pour les techniques utilisées, nous renvoyons 4 nos commu- 
nications précédentes [8, 4]. 

Les épreuves de séro-neutralisation croisée pratiquées: chez la 
souris vis-a-vis de 10 DL50 de chaque virus n’ont montré aucune 
relation immunologique entre le virus cobaye E.R. et les 
82 autres virus auxquels il a été comparé. Le tableau I donne les 
résultats de la séro-neutralisation du virus cobaye E. R. par les 
anti-sérums expérimentaux des autres virus. Le tableau II donne 
les résultats de la séro-neutralisation des 32 autres virus par l’anti- 
sérum cobaye E. R. Il convient d’y ajouter l’épreuve sur 2 singes 
avec le virus de l’encéphalomyélite de Brazzaville. 

Avec les épreuves de la fixation croisée du complément, nous 
n’avons de méme trouvé aucune relation immunologique entre le 
virus cobaye E. R. et les divers autres virus. Rappelons que parmi 
les virus étudiés se trouvaient les virus de la méningo-pneumonie 
et celui de la lymphogranulomatose vénérienne, tous deux membres 
du groupe des Myiagawella. On sait que les virus de ce groupe 
déterminent la formation d’un anticorps commun fixant le comple- 
ment. Or, les résultats négatifs que nous avons obtenus entre ces 
deux virus et le virus cobaye E. R. permettent de conclure que 
ce dernier virus ne fait pas partie de ce groupe. 


Discussion. 


Nous avons vu que lors des expériences de début nous avions 
obtenu 4 deux reprises chez la souris, par instillation nasale ou 
inoculation intrapulmonaire, une pneumopathie avec présence de 
corps élémentaires dans des cellules endothéliales. Nous avions 
alors pensé avoir affaire 4 un virus du groupe des Myiagawella 
(psittacose, ornithose, lymphogranulomatose). 

Or, par la suite, nous n’avons plus retrouvé ce pouvoir patho- 
géne par vole nasale chez la souris. Nous avons constaté de plus 


Pabsence de corps élémentaires sur les frottis de sac vitellin des 
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Tasteau I. — Epreuves de séro-neutralisation 
du. virus cobaye E.R. 


$i :Virus Cobaye E.R. (Actif a 1/500.000) : 
3 ANTI-SERUMS $---------- aaa ae : 
3 £) \TOOOr este SOOw ey WOO IO I : 
F3 3: ‘DLSO =: DL5O =: DL5O. =: DL5SO : DL5O 

3 ----------------------- t¢------- { -------; ------- } -------2 ------- s 
:Sé6rum de lapin nommal,.,.: z 5 : Bie 2y/de ne: 
: Virus d'A,E,F, A : : : $ 
:Encéphalomyélite Brazza,: = z 2 0/4--%2 4 
sAllenopithecus,.........3 ‘ : a en OYA se xs 
SCODAVOUE Resto worl lveaintin ol / Hy tn oe te Sia Ase Sy cane ices oe : 
sCobaye Pulmonaire,......: : 5 : O/B : 3 
sIctére épidémique.......: : 3 Of/ar''s 

: Afrique tropicale, 4 : : 3 ~ - 
2Pievre jaune.......... sat : 2 ae og : 
*Rift Valley Fever. ......3 ; S SOO /Laarers : 
:Bwamba Fever,......... tee 3 : ST O/aras 

SING OUS Gti gle eatiats forcia sstrel sate ais . : sys : 
:Semliki Forest,...5...< 3 : : SV O/RS 6 - 
sBunyAnwere.,..eveccees mens 3 : 3=-O0/4" 2 
RINT yarns Wil Wien nae sidy ere : : : BO/ao e's : 
MOTI cn sh ois) od, 0/'6 aves saierete eres’ 3 : yO fA : 
BOURKE areleic as midretel waiters sistas 2 : tensa rs 3 
sUganda S ...... osiacarehe arels : 3 2° T/4e03 : 
3 2 3 : : 3 2 
: Amérique tropicale, : : . : 3 
sAnophelies) Aji. oases 0c Sab 3 : 2-2 Ate Phe : 
vANOpheles Bui iicas owes A 3 3 SEO OLE TS : 
UZ WY COMYLA.',. sere she slates a sie nes : : SLOsAwrs : 
SETAL NOU aati ciaesa etoileretsl eioyelakere 83 2 : 2 O/Sues : 
: Virus divers, : : : : : 
:Encéphalomyocardique....3 : = ty O/4" 38 : 
SEMA de ELI EST ska es : : SLO fe cae : 
*B.M.A. de LOUEST.......% : : TG es : 
:E.M.A, du VENEZUELA.....: : pyar 3 wO/an wre : 
:Encéphal, SAINT LOUIS,..: : = ries OY. aC) : 
:Encéphal JAPONNAISE B ..: : : SivO/e 8 : 
:Encéphal, RUSSE.........3 3 : 3s O/4 .3 3 
PLOUPL ME IT ea cwimiem ecie ureters : : 2 SOV a8 : 
?Poliio, ‘Lanaing we citcles «- et : : : O/4 3 : 
TPOILLOVOM DG Ree by une Vicks soles : a 228 0/,Sre22 $ 
:THEILER GD VII ....:....8 3 5 sey OS 1g : 
:Chorio-méning, Lymphocyt.: : : 22 O/4e s : 
:Méningo-Pneunonie,......3 : : 3. O/ aes : 
:Nicolas-Favre......... at : : To C/4 I < 
Numérateur = souris vivantes Dénominateur = souris inoculées 


embryons inoculés avec le virus. Nous avons constaté enfin 
absence de fixation croisée du complément entre le virus 
cobaye E.R. et les deux virus du groupe Myiagawella étudiés. 
Nous devons done conclure que le virus cobaye E. R. n’appartient 
pas a ce groupe de virus, et que nous avons rencontré, au début 
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Tastrau II. — Epreuves de séro-neutralisation de divers virus 
par lVanti-sérum cobaye E.R. 


BSS SESS SRA SS SAS SAS SK STATE HSS SEs ec ewes ae ee swe See eS eS SS SSeS SSS ewes reS 
Fy sIno-: sNombre DL5O0 : Anti-sérum : 

VIR US *scula: Activité :neutralisées: Cobaye =.R. : 
: :tion: :par le sérum: vis-Aavie de : 
: : 3 ‘ : homologue : IODL 50 3 
2: Virus a'A.E,P, : 3 : : 
zAllenopithecus.,.........:1.C.21/10.000 3 100°: 0/4 : 
s:Cobaye E.R...........4+081.C.281/500.000 t 500: 4/4 z 
sCobaye Pulmonaire,......31.C.:1/200.000 : I00O. (os 0/4 H 
tIctére épidémique.......:1.C.:1/600.000 : I000. : 0/4 : 
: Afrique tropicale, : : 3 sid ‘ 
:Am@aril DAKAR......... 2ee81.C0.2I/800.000 : I000 3 0/4 $ 
tRift Valley Fever....... :1.C.:1/50 millionds: I000 3 0/4 4 
:Bwamba Fever,...........:1.C.:I/200.000 3 I00o. 0/4 : 
SNALS Oueete..s oi veces ceo etl oC, ¢1/10 millions: SOO ines 0/4 : 
tSemliki Forest..........:1.P.:1/20 millions: I0co ok 0/4 : 
:Bunyanwera,..........+.e%1.0.21/5 millions : 500) te 0/4 2 
NTA yar a iach eco ene cook Leeotl/O00.000 3 500} 4 5: 0/4 : 
SMONZONS oho cic crease wivieivie sie S bet et 1/50, milbions: TOQO, *,\23 I/4 : 
VALKA e tiols slain lateeiaistersisvere sie Oe L/ LUMMEL LOM, 4s SOOmus s 0/4 ry 
SUBANGR So oii.) so c0.0s 61082 6003 1/400.000 5 I000 (: 0/4 : 
3 : : : : : 
: Amérique tropicale, : : : $ 3 
sAnopheles Ais ck), ) . 0% L's C2 1/500,000 $ $00: 0/4 : 
sAnopheles B .....20000002leCe21/500,000 : 500. |: O/4 t 
BMYOOMYV AO sce) Sleeves .+2et1.0.31/800.000 3 500 3: 0/4 z 
SINUS Sec c cae ets sececcect Leet 1/20 millions: 500 : 0/4 : 
: : s : $ : 
3 Virus divers, : 3 : 3 : 
:Enc éphalomyocardique....t1.P.:I/20 millions: IO00::, 3 0/4 t 
SB.MeAi ode: LEST. .5 64.5 +o31.0.:I/100millions: 500 : 0/4 : 
:E.M.A, de 1*OUEST.......:1.0.21/100millionsa: S00: "2 0/4 : 
3E.M.A, du VENEZUELA.....:1.C.:1/50 millions: I000. 3 0/4 t 
:Encéphal,SAINT LOUIS....:1.C.:1/I00millions: 1000. 0/4 t 
:Encéphal.,JAPONNAISE B ..:1.C.:1/50 millions: 1000: 0/4 t 
:Encéphal,RUSSE..........t1.0,:I/I00millions: 5000s 0/4 3 
PLOUPINe TIL se kai ..-21.0.21/8 millions : SOOit hs 0/4 2 
sPolio, Lansing..........%1.0.31/600 : 50 Li's 1/4 3 
PPOLLOSOM ESE sd: dele sie ceo Sle Ce2k/ 000 : BO 3 1/4 : 
:THEILER GD VII .........21.C.21/50 millions: I0O : 0/4 : 
:Chorio-méning, Lymphocyt.:1.0.:1/500.000 : 500 eis 0/4 : 
:Méningo-Pneumonie.......21.C.:1/500.000 3 500; 3 1/4 2 
s:Nicolas-Favre,..........31.C.21/50.000 : 500 es 0/4 : 
Numérateur = souris vivantes : Dénominateur = souris inoculées 
I.C. = intracérébrale I.P. = i,trapéritonéale, 


de nos expériences sur la souris, un virus latent de la souris, 
du groupe des Myiagawella et a manifestations pulmonaires. 
Nous n’avons malheureusement pas conservé celte souche 
oumon-souris, mais divers virus semblables ont déja été décrits. 
R. Gonnert [5, 6, 7] a isolé et décrit en 1941 un virus latent de 
souris, transmissible uniquement par vole nasale, mis en évidence 
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 Voccasion de passage du virus de l’ectromélie. K. Heinzmann {8}, 
également en 1941, au cours de recherches sur la rougeole, a isolé 
un virus uniquement transmissible par voie nasale, mais patho- 
géne pour la souris et le rat. Enfin, C. Nigg [9] isolait et étudiait 
avec Eaton [410] le virus de la pneumopathie de la souris, 
rencontré a l’occasion de recherches sur la grippe et pathogene 
pour la souris uniquement par voie nasale. 

On voit done que la rencontre d’un virus latent de la souris, 
du groupe des Myiagawella, est loin d’étre exceptionnelle et nous 
regrettons seulement de ne pas avoir conservé cette souche. 

Le virus cobaye E. R. est done différent des divers virus neuro- 
tropes auxquels nous l’avons comparé. Mais parmi ces virus 
figure un seul virus de cobaye, le virus « cobaye pulmonaire » 
qui est un autre virus local, isolé a Brazzaville, et dont |’étude 
fera objet de la communication suivante. D’autres virus isolés 
chez le cobaye ont cependant été décrits, mais les souches n’en 
ont pas été conservées et nous devons nous en tenir a la descrip- 
tion parfois incompléte donnée par les auteurs. I] est d’ailleurs 
assez difficile de préciser s'il s’agit de plusieurs virus différents 
ou si plusieurs descriptions se rapportent & un méme agent 
pathogéne (P. Lépine [414]}). 

En 1911, Roemer [42] décrivait une maladie *transmissible du 
cobaye se présentant cliniquement comme la poliomyélite. La 
maladie évoluait suivant une phase prodromique de fiévre et 
d’amaigrissement, a la suite de laquelle apparaissait une para- 
plégie flasque et soudaine. L’histologie montre une méningo- 
encéphalomyélite 4 prédominance lymphocytaire. Il s’agit 14 d’un 
virus indiscutablement différent du virus cobaye E. R. 

En 1918, Gasperi et Sangiorgi [43] décrivent sous le nom de 
peste du cobaye a virus filtrable une maladie dont l’histologie 
pathologique est analogue a la maladie de Roemer, avec des diffé- 
rences cliniques, présence du virus dans le sang des cobayes, 
et expérimentales, sensibilité du lapin par voie intraveineuse. I] 
est précisé que la souris n’est pas réceptive. Il semble donc bien 
quwil s’agit d’un virus différent de celui qui nous oceupe. 

Bien différent est le virus décrit en 1921 par Jonesco- 
Mihaiesti [14] et mis en évidence a l'occasion de l’inoculation de 
sang de M. rhesus. I] s’agit d’une maladie septicémique clinique- 
ment analogue & celle déterminée par le virus cobaye E. R. 
méme incubation, méme courbe fébrile, méme amaigrissement 
considérable et mort en hypothermie. Les lésions constatées A 
l'autopsie semblent cependant différencier les deux virus. On 
observe, en effet, une dégénérescence hépatique avec foyers de 
nécrose blanchatre, une hypertrophie des ganglions et des surré- 
nales qui atteignent un volume considérable. De telles lésions ne 
sont pas constatées avec le virus cobaye E. R. 
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On sait, en outre, que le virus de la chorio-méningite lympho- 
cytaire est susceptible de se manifester chez le cobaye sous forme 
d’une affection fébrile A manifestations pulmonaires et transmis- 
sible en série (P. Lépine et V. Sautter [45], G. Blanc [46]). Le 
virus de la chorio-méningite lymphocytaire fait partie des virus 
auxquels nous avons comparé le virus cobaye E.R., et nous 
avons vu qu’il n’y a aucune relation immunologique entre eux. 

Nous avons enfin isolé un autre virus de cobaye a manifesta- 
tions pulmonaires, que nous avons appelé : virus cobaye pulmo- 
naire. Ce virus fait l’objet de la communication suivante. I] a été 
inclus dans toute l’expérimentation et il n’y a aucune relation 
immunologique entre ces deux virus de cobaye. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons isolé, a l’occasion d’inoculations diverses, un virus 
latent de cobaye dont la virulence a été trés rapidement exaltée 
par passages de cobaye a cobaye. I] s’agit d’un virus septicé- 
mique donnant une maladie fébrile mortelle caractérisée par la 
présence d’inclusions dans les cellules endothéliales de l’exsudat 
péritonéal. Ces inclusions, colorables en rose par le Macchia- 
vello, présentent des analogies avec les « enclaves rosées » du 
typhus expérimental du cobaye. Ces inclusions caractérisent le 
virus, qui est ainsi appelé: virus cobaye E.R., pour le diffé- 
rencier d’un autre virus de cobaye également isolé a Brazzaville. 

Nous avons obtenu, par passage de cerveau a cerveau, une 
souche neurotrope chez la souris qui détermine une méningo- 
encéphalite réguhérement mortelle en six a huit jours. Le singe 
fait une méningo-encéphalomyélite mortelle aprés inoculation 
cérébrale. 

Aprés 33 passages de cette souche neurotrope, nous avons 
obtenu chez le cobaye, par inoculation intrapéritonéale, la maladie. 
fébrile mortelle originale avec présence d’enclaves rosées dans 
les cellules endothéliales de l’exsudat péritonéal. 

Par les épreuves de séro-neutralisation croisée et les épreuves 
de fixation croisée du complément nous avons comparé le virus 
cobaye E.R. a 32 autres virus neurotropes. Aucune relation 
immunologique n’a été décelée entre ces divers virus et le virus 
que nous étudions. 

[Le virus cobaye E. R. apparatt également comme différent des 
quelques virus de cobaye qui ont été décrits, mais dont les souches 
n’ont pas été conservées. 
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LE VACCIN CONTRE LA FIEVRE JAUNE 
PREPARE PAR L'INSTITUT PASTEUR DE DAKAR 


par R. A. HUSSON et R. KOERBER. (’). 


(Institut Pasteur de Dakar.) 


I. — Historique. 


La souche dite « francaise » a été recueillie sur un jeune 
Syrien atteint brutalement d’une affection faisant soupconner le 
diagnostic, qui devait se confirmer, de fiévre jaune. Le malade, 
cependant, guérissait. 

A la vingtiéme heure de sa maladie, du sang fut prélevé et 
des Stegomyia d’élevage gorgés sur lui. : 

Le sang fut inoculé a un premier M. rhesus qui mourut huit 
jours plus tard. 

Les Stegomyia furent nourris vingt-quatre jours aprés le repas 
infectant sur un deuxiéme M. rhesus qui mourut six jours aprés, 
puis le ci inquante- -deuxiéme jour, sur un troisi¢éme M. rhesus qui 
mourut cing jours aprés [4]. 

Les viscéres des singes agonisants furent broyés et, en partie, 
utilisés pour des passages destinés a l’entretien de la souche sur 
M. rhesus, en partie, congelés et mis, par Sellards et Laigret, 
& la disposition des différents laboratoires [2, 3]. 

Adaptation. — En 1930, Theiler découvrit que l’inoculation 
intracérébrale de ce virus tuait par encéphalite la souris suisse 
en trois ou quatre jours. Des passages en série de cerveau 
a cerveau [4] développérent le neurotropisme du virus, qui n’en 
perdit point pour autant la totalité de ses affinités viscérales. Il 
produit encore des lésions viscérales chez le hérisson [5]. Son 
passage en série chez le singe de foie a foie peut lui restituer 
son viscérotropisme original “'6). Eventuellement, ce retour esl 
spontané [7]. Cependant inoculé sous la peau de M. rhesus, i 
lui confére, aprés maladie plus ou moins apparente, jamais 
mortelle, une solide immunité. 

Le vaccin. — Cette derniére propriété a immédiatement orienté 
les recherches en vue de la vaccination humaine sur l’emploi de 
cette souche. Elle fut d’abord inoculée simultanément avec de 


(*) Manuscrit recu le 8 juillet 1953. 
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V’antisérum humain (5], puis seule, aprés tentative d’atténua- 
tion [40 a 44]. Cependant, la virulence demeurait mal maiitrisce. 
Peltier, qui, a Dakar, étudiait la pénétration a travers la peau 
du virus a son 238° passage, enregistra, en 1938, des résultats 
fort satisfaisants. En 1939 [45], il proposa la vaccination des 
humains sous sa forme actuelle, combinée ou non avec !a 
vaccine. La méthode fut d’autant plus largement utilisée que les 
circonstances en vinrent rapidement a exiger une action vigou- 
reuse et massive. 

En 1940, 400000 sujets avaient déja été vaccinés; sur 
496 d’entre eux, le contréle d’immunité par le test de séro- 
protection, pratiqué avant et aprés vaccination, démontrait, chez 
95 p. 100, l’acquisition d’anticorps neutralisants. 

Le 10 décembre 1941, cette vaccination fut rendue obligatoire 
sur le territoire de A. O. F. 

En 1944, 11000 000 d’habitants avaient subi cette vaccination. 
Le pourcentage des immunités acquises se maintenait a 95 p. 100 
sur 2490 contréles. La reconnaissance du vaccin par les auto- 
rités internationales fut alors sollicitée. 

Comparaison avec le 17 D. — Déja en 1944, a Voccasion du 
séjour d’un détachement militaire britannique, un essai compa- 
ratif avait établi la supériorité antigénique du vaccin de Dakar 
sur le 17 D qui n’avait conféré que 81,6 p. 100 d’immunités. En 
1945, U.N. R. R.A. confia a une Commission internationale 
le soin d’une expérience a faire sur 600 militaires francais 
n’ayant jamais quitté la métropole : 

200 (constituant le groupe A) furent inoculés par scarification 
du vaccin neurotrope de cerveau de souris. 

200 (groupe B) furent scarifiés avec le mélange de vaccin 
neurotrope et de vaccine. 

200 (groupe C) furent inoculés sous la peau avec le virus de 
culture 17 D. 

Les épreuves de séro-protection effectuées avec le sang pré- 
levé trente-cing jours aprés vaccination montrent 98,94 p. 100 
d’immunités acquises dans le groupe A, 97,3 p. 100 dans le 
groupe B, contre 64,29 p. 100 dans le groupe C. 

Sur le rapport de la Commission, le vaccin de Dakar fut validé 
pour l’établissement des certificats internationaux, le 11 sep- 
tembre 1946, par l’Organisation Mondiale de la Santé. 

Il est acquis, actuellement, grace a une expérience enrichie 
chaque jour, que si au moins en dehors de la race noire, le 
vaccin de Dakar suscite des réactions plus fréquentes et parfois 
plus intenses que le 17 D, il conserve Vavantage de sa facilité 
d’application et de la possibilité de s’associer au vaccin anti- 
variolique dans la vaccination massive des populations laborieu- 
sement rassemblées et peu accessibles. 
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I] ne faudrait point, pour autant, penser que les régles (voir 
plus bas) de sa préparation et son emploi tolérent un manque 
de rigueur. Récemment, en Honduras et a Costa-Rica, ow il avait 
été choisi pour une vaccination systématique en région parti- 
culiérement difficile, des échecs furent signalés conjointement 
a des réactions a forme d’encéphalite chez les enfants. L’expli- 
cation fut donnée par Soper de ces faits exceptionnels : « les 
mauvaises conditions d’utilisation du vaccin » [417]. 

L’expérience, si nous considérons uniquement 1’A. O. F. et le 
Togo, porte actuellement sur plus de 42 000 000 de vaccinés ou 
revaccinés, dont plus de 110000 sujets de race blanche. Elle 
montre que les réactions sont sans gravité. 

Cela résulte également de l’enquéte faite dans la République 
du Panama (1949), ot. 24000 personnes furent vaccinées avec le 
vaccin de Dakar par un « personnel choisi et particuliérement 
exercé ». Durant la période consécutive a la vaccination, on ne 
constata ni réactions graves, ni décés, ni cas de fiévre jaune chez 
les sujets vaccinés. D’autre part, 150 échantillons prélevés au 
hasard six semaines aprés la vaccination donnérent un test de 
séro-protection positif. 

Plus récemment encore, une enquéte particuliérement minu- 
tieuse ai été faite par le Laboratoire de la Santé Maritime a Alger. 
Basée sur les réponses écrites a un questionnaire détaillé remis 
a chaque vacciné, cette enquéte fait état de 1000 réponses recues 
sur 1599 vaccinations pratiquées avec le vaccin de Dakar de 
1949 4 1952. Dans les conclusions on note: « Les symptémes 
rapportés par nos 1000 correspondants ne, paraissent jamais 
graves ». 

Dés 1948, au Congrés de Washington, Peltier [16] avait 
reconnu, et il n’y a rien a y ajouter aujourd’hui, deux types de 
réaction : 

Précoce (cinquiéme et sixiéme jours, 10 4 15 p. 100 des cas) 
caractérisée par un état fébrile, de la courbature et de la 
céphalée pendant vingt-quatre 4 quarante-huit heures ; 

Tardive (douziéme A quinziéme jour, exceptionnelle), de type 
méningo-encéphalitique pendant cing a six jours. 

Contre-indications. — A ce méme Congrés, Peltier conseillait 
de ne point vacciner les sujets souffrant d’une atteinte hépatique 
ou rénale, de méme que les enfants chétifs ou ayant présenté 
une fiévre éruptive, dans un passé récent. 

Durieux a fixé les contre-indications de la vaccination anti- 
amarile de la fagon suivante : 

... Les contre-indications sont les mémes que pour les autres 
vaccinations (contre la variole, la typhoide, la diphtérie, le 
tétanos, etc.). 

La vaccination des enfants de moins de 2 ans est déconseillée. 
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Il y a lieu de surseoir 4 la vaccination des enfants de moins de 
10 ans, dans les régions ou des maladies a virus ont été cons- 
tatées récemment (oreillons, rougeole, encéphalite, etc.). 

Dans les grands centres de vaccination, ot les conditions de 
conservation et d’application du 17 D sont réalisées, celui-ci est 
appliqué aux personnes présentant une contre-indication au vaccin 
neurotrope (contre-indication d’age ou d'état de santé). 


Il. — PREPARATION DU VACGIN. 


Souris. — A partir d’un lot recu du laboratoire de Lagos 
(Nigeria), un élevage de souris albinos a été constitué dans une 
ferme située dans la banlieue de Dakar 4 M’Bao. L’effectif oscille 
entre 5 000 et 7500 et fournit chaque année environ 15 000 sujets 
utilisés quand ils atteignent le poids de 17 g, c’est-a-dire vers 
lage de 2 mois 1/2. 

Virus. -— Il est représenté par du cerveau de souris aux 258, 
259, 260° passages en série. Les lots pour inoculations, distincts 
des lots de vaccin, préparés en vue de raréfier les passages, 
doivent subven:r aux besoins de plusieurs années. C’est ainsi 
que le 258° passage a été fait le 12 novembre 1945, le 259° le 
31 mars 1947, le 260°, le 10 septembre 1951. Un nouveau lot 
a été préparé le 1% mai 1952 en inoculant 48 souris de virus au 
258° passage. Dix cerveaux ont élé rejetés, correspondant soit 
a des souris mortes prématurément ou tardivement, soit a des 
soulllures bactériennes. Les 88 cerveaux récoltés, constituant 
un 259° passage, ont été desséchés sous vide 4 — 20°; en tubes 
individuels, scellés ensuite sous vide. Un de ces tubes a été 
ouvert au moment du besoin et le cerveau grossi¢rement frag- 
menté au mortier et réparti a raison de deux mesures par 
ampoule. Celte mesure en forme de-curette contient une quantité 
de matériel équivalente au 1:10 d’un cerveau entier. 

Durieux a établi que les cerveaux de souris de son élevage 
pesant 0,394 g a Détat frais sont réduits & 0,095 g par la dessic- 
cation dans les conditions décrites plus loin, a propos du vaccin. 

Les ampoules contenant donc 1:5 de cerveau sont déshydra- 
tées puis scellées sous vide, étiquetées de rouge et conservées 
a — 20°. 

Technique d inoculation. — Chaque lundi, jeudi et samedi 
vers 9 heures, 90 souris sont inoculées en vue de la production 
du vaccin. Une de ces ampoules est ouverte en deux temps pour 
éviter la projection par rentrée d’air. (Le contenu, vidé dans un 
mortier, est broyé avec 4 cm® d’eau salée a 0,8-p: 100 ajoutée 
progressivement. Une seringue de 0,5 est remplie directement 
au mortier et sert pour inoculer 18 souris. Celles-ci, qui ont été 
apportées le matin méme de M’Bao, sont présentées par un aide 
qui passe sur leur crane un tampon d’alcool iodé. L’opérateur 


>. 
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leur fait, dans ’hémisphére cérébral droit, une injection de 0,03 
et les met dans les bocaux d’observation a raison de 9 souris par 
bocal. Les 10 bocaux ont été étiquetés a l’avance. 

Doses d’inoculation. — Le matériel utilisé pour l’inoculation 
appartient 4 un lot de cerveaux qui tuent 6 souris sur 6 a la dilu- 
tion 10—*. Employé au 1:50, l’inoculum contient donc au moins 


10° 
Es 20 000 doses mortelles. 


Récolte. — Les quatriéme et cinquiéme jours aprés l’inocula- 
tion, les souris sont examinées une A une, deux fois par jour, 
pour dépister les paralytiques. L’absence d’accrochage des pattes: 
quand l’animal est posé sur le rebord du bocal indique | les 
souris a sacrifier. Sont rejetées toutes celles qui meurent avant 
le quatriéme ou aprés le cinquiéme jour, ainsi que celles trouvées 
mortes pendant les deux jours de récolte. Seules, les paralysées 
vivantes sont utilisées. Elles sont sacrifiées au chloroforme et le 
cerveau prélevé stérilement dans une piéce a 24°C ot’ Vhumi- 
dité est ramenée a 50 p. 100 (les conditions climatiques habi- 
tuelles 4 Dakar étant en général 30° C et 80 p. 100). 

Un opérateur entrainé préléve 12 a 15 cerveaux a l’heure. 
L’effectif de 80 4 90 souris par récolte nécessite deux opérateurs 
a raison de deux séances par jour pendant deux jours. Les cer- 
veaux, a mesure qu’ils sont prélevés, sont placés dans un tube 
individuel numéroté, tandis qu’un tube de bouillon, portant le 
méme numéro, est ensemencé avec un fragment de bulbe rachi- 
dien prélevé au crochet de platine. Les tubes de cerveaux sont 
maintenus dans la glace jusqu’a la fin de la séance, puis portés 
dans le réfrigérateur & — 20°. 

Dessiccation. — Elle débute le sixiéme jour aprés Vinocula- 
tion, immédiatement aprés la quatriéme séance de récolte. Les 
cerveaux, dans leurs tubes bouchés au coton et au papier, sont 
mis dans une cloche garnie d’actigel et refroidie & — 20°. 

Deux fois par jour et jusqu’au neuviéme jour, le vide est 
complété dans la cloche maintenue au réfrigérateur. 

Le cerveau prend l’apparence d'une noisette. Son poids se 
réduit des 4:5, les contréles bactériologiques qui ont élé mis 
a l’étuve le soir du cinquiéme jour sont cependant devenus 
lisibles et les cerveaux correspondant aux bouillons souillés sont 
écartés. 

Broyage. — Il se fait dans la piéce stérile. On verse toute la 
récolte dans un mortier : 4 Vaide d’un pilon lourd, on fait un 
premier broyage réduisant les cerveaux en poudre. Avant de 
passer au temps suivant, on ensemence un bouillon et une gélose 
inclinée. Puis on parfait la pulvérisation au pilon Iéger, cepen- 
dant qu’on ajoute la célite (terre d’infusoire) 4 raison de 
0,25 pour 3 cerveaux. ‘La célite, qui .accroit le volume et facilite 


740 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


le glissement du vaccin sur les parois de verre, est conservée 
dans le vide sur actigel pour la déshydrater le mieux possible. 

A la fin de cette opération, le mélange est réduit en poussiére 
impalpable. Un nouveau contréle bactériologique, de ce qui est 
maintenant le vaccin définitif, est fait sur bouillon et gélose. 
Une répartition provisoire en tubes maintenus 4 — 20° sous vide 
avec l’actigel permet d’attendre la lecture de ces deux contréles. 

Répartition. — Cette opération finale a leu le onziéme jour 
aprés ]’inoculation. Elle se fait dans la cage de verre en usage 
pour les cultures de tissus. Elle consiste a introduire dans chaque 
ampoule une mesure de vaccin correspondant 4 1 : 10 de cerveau. 

Un dernier controle bactériologique sur bouillon et gélose 
assure la stérilité du vaccin avant Je scellage des ampoules, le 
douziéme jour sur rampe a vide. 

Conservation. — Les ampoules étiquetées 4 la machine sont 
stockées a + 4°. L’expédition par voile aérienne ou terrestre, 
a condition que la durée totale du transport n’excéde par dix 
jours, peut étre faite sans précautions spéciales ; le vaccin doit 
étre replacé 4 + 4° aussit6t que possible aprés réception. Le 
rapport de 1942 donne un exemple de la résistance du vaccin aux 
conditions climatiques des tropiques. La date limite d’emploi du 
vaccin est fixée a deux mois. 

Mode d’emploi. — Les 100 doses de vaccin contenues dans 
une ampoule sont versées dans un mortier de verre et mélangées 
a 2 cm* de solution de gomme arabique au 1:3 dans de l'eau 
phosphatée ajustée a pH 7,2. Le vaccin réhydraté est valable 
une heure. La vaccination est pratiquée a la face externe du 
bras par 8 scarifications de 6 4 8 mm a travers chacune des 
III gouttes déposées avec le vaccinoslyle A quelques centimétres 
les unes des autres. 


III. — Conrrotes. 


Nous avons vu qu’en cours de fabrication, 4 contrdles bacté- 
riologiques ont séparé les différentes étapes dont chacune n’est 
entreprise que si la précédente,a prouvé l’absence de souillure 
bactérienne. 

Ils ont porté: 1° sur le cerveau frais; 2° sur la poudre de 
cerveau ; 3° sur le mélange cerveau-célite en vrac; 4° sur le 
vaccin au moment de sa répartition, 

_Des_ contrdles occasionnels portent sur la pureté du virus 
(inoculations 4 d’autres animaux) et sur son innocuité (inocula- 
tion sous-cutanée ou intrapéritonéale au singe sensible) plus 
particulérement au moment de la préparation des lots d’ino- 
culation. 


Mais le vaccin proprement dit est constamment surveillé par 
des titrages mensuels. 
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IV. — Tirrace pu VaAccIn. 


A cet effet, on réserve 8 ampoules du dernier lot fabriqué dans 
le mois. Deux sont titrées immédiatement, 2 aprés trente jours 
d’exposition 4 température ambiante, 2 aprés soixante jours de 
cette méme exposition. En d’autres termes, dans les premiers 
jours de chaque mois, un méme titrage porte sur 3 lots de vaccin 
préparés 4 un mois d’intervalle et dont le plus récent date de 
quelques jours. 

On confirme ainsi la validité de deux mois, en exposant ce 
vaccin aux pires conditions de conservation. 

Deux ampoules enfin sont conservées dans les conditions ordi- 
naires de stockage en vue d’un contrdéle éventuel:. 

Technique du titrage. — Dans la piéce stérile, on prépare 
80 cm* de dilution a 1:10 de sérum normal de cheval en eau 
salée maintenue a 0°. On en distribue 4,5 cm* dans 12 tubes 
bouchés au coton qui seront reportés a la glaciére durant chaque 
temps mort. 

On ouvre d’abord les deux ampoules du vaccin le plus ancien 
(soixante jours) que l’on émulsionne au mortier avec 8 cm* de 
sérum dilué. Cette suspension mére est a 1:100. En effet, 
chacune des deux ampoules contient 1:10 de cerveau qui, frais, 
pesait 0,4 g. 

[Les dilutions décimales 10-*, 10—*, 10-*, 10—-® sont préparées 
en reportant 0,5 du tube précédent dans le suivant. 

On inocule 0,03 de chacune des quatre derniéres dilutions 
dans le cerveau de 6 souris, soit 24 souris pour le vaccin. On 
répéte l’opération avec le vaccin de trente jours et avec le vaccin 
frais, mais en inoculant seulement les trois derniéres dilutions, 
soit 18 souris par vaccin; au total, 60 souris qui, réparties en 
10 bocaux de 6 (1 par dilution), seront observées quinze jours. 
Une feuille d’observation par vaccin relate les paralysies et les 
décés. 

Interprétation. — Le vaccin tue, dans la régle, 5 ou 6 souris 
sur 6 a la dilution 10—*. 

Ceci exprime que 0,03 cm* de dilution 10—* contient au moins 
une dose minima mortelle. 

Rapportées au 1 cm’, les titres des dilutions sont donc : 10—* : 
au moins 33 D. M. M.; 10-*: au moins 3300; 10—* : au moins 
330 000. 

Nous avons vu que cette dilution 10—? est précisément la dilu- 
tion mére. Elle est préparée en émulsionnant 200 doses vacci- 


nales dans 8 cm?. 


8 aes 
Une dose vaccinale correspond a 500 cm*® de cette dilution, 


donc, la dose vaccinale d’un vaccin, tuant 6/6 Aa 10—*, contient 
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au moins 13200 D.M.M. Une mesure plus exacte en D.M. 
50 p. 100, selon la méthode de Reed et Muench, a été appliquée 
a plusieurs reprises, et depuis le début de l’année 1953, elle est 
utilisée de préférence, dans le but d’harmoniser les techniques 
dakaroises avec celles pratiquées 4 l’étranger. 

Dans cette méthode, 2 cm* de suspension vaccinale préparée 
avec le contenu’ d’une ampoule de vaccin sec sont considérés 
comme l’unité. Des dilutions successives au 1:10, 1: 100... 
jusqu’au 1: 1000 000 sont préparées et inoculées par voie intra- 
cérébrale, a raison de 0,03 cm*® par animal, 4 des lots de 
6 souris. 

Les résultats montrent que le « point terminal 50 p. 100 » se 
tient habituellement entre le 1:20000 et le 1:50000, ce qui 
correspond a un titre de 660000 a 1650000 D. M. 50 p. 100 
par centimétre cube. Puisque 2 cm® de vaccin servent a vac- 
ciner 100 personnes, la dose individuelle contient. de 13 200 
a 33000 D. M. 50 p. 100. 

Les deux techniques nous donnent done des résultats compa- 
rables. 

La technique utilisée & Dakar jusqu’a la fin de 1952 suffirait 
a contréler, par la comparaison rapide des taux de mortalité, les 
doses vaccinales et les « End points » des différents lots titrés. 

Chaque année, une douzaine de lots sont en effet titrés : 

1° Aprés conservation au réfrigérateur ; 

2° Aprés exposition des ampoules 4 la température du labo- 
ratoire (aux environs de 28° C) durant trente et soixante jours. 

En outre, certains lots sont titrés aprés exposition pendant une 
durée plus ou moins prolongée 4 une température plus élevée 
(étuve a 87° C). 

Les titrages effectués du 1 janvier 1952 au 6 octobre 1952 
et portant sur 30 échantillons montrérent que le vaccin conservé 
au réfrigérateur contenait toujours plus de 13 200 D. M. M. par 
dose vaccinale. 

Par contre, exposée a une température plus élevée, la dose 
vaccinale a été deux fois inférieure 4 4170 D.M. 50 p. 100 
correspondant au « End point » 10—-*° : un vaccin conservé cing 
mois au réfrigérateur et exposé quinze jours a la température de 
’étuve (37° C), et un vaccin (B31) conservé trente jours a la 
température du laboratoire ; encore, pour ce dernier, s’agit-il 
d’un accident technique lors du titrage, car un nouveau uitrage, 
trente jours plus tard, s’est montré satisfaisant : 6/6 a 10 et 
10--*;;5/6) a: 10* et 276 4.10 

Il résulte néanmoins de ces contréles qu’aprés avoir été exposé 
a 28° C durant un mois, une certaine baisse d’activité peut se 
manifester, baisse qui s’accentue au cours du deuxiéme mois. 

Nous admettons que le vaccin a utiliser par scarification doit 
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liver au moins 250000 D. M. 50 p. 100 par centimetre cube ct 
que la dose individuelle doit étre au minimum de 5000 D. M. 
90 p. 100 (soit dix fois supérieure au minimum exigé par |’Orga- 
nisation Mondiale de la Santé pour le vaccin 17 D injectable). 

Aussi, insistons-nous sur le fait que les qualités du vaccin ne 
sont pas inaltérables et que pour garder ses propriétés immuni- 
santes, il y a lieu d’observer les régles de transport et de conser- 
vation précédemment. indiquées. 


Vi TEST DE NEUTRALISATION, 


Il est employé 4 Dakar, non seulement pour le contréle de 
limmunité conférée par la vaccination, mais aussi pour des 
enquétes épidémiologiques. 

Il utilise le virus neurotrope sous la forme d’un lot de 40 cer- 
veaux inoculés au 261° passage (B-55 du 19 mai 1952) et récoltés 
comme le vaccin, mais sans addition de célite. La pulpe desséchée 
est répartie en ampoules spéciales contenant chacune la valeur 
d’un cerveau. Un antisérum d’anesse sert de témoin positif. 

Technique. — On opére en piéce stérile en pilant le contenu 
d’une ampoule correspondant 4 0,4 g de cerveau frais avec 2 cm? 
d’eau physiologique. Cela réalise une émulsion au 1:50 qui est 
centrifugée dix minutes au troisi¢me plot de la centrifugeuse de 
Jouan (environ 3 000 t/m). 

0,5 de liquide surnageant sont reportés en 4,5 cm® d’eau 
sérumisée 1:10 pour obtenir la dilution au 1 : 500. 

On prépare ensuite 5 cm® des dilutions 1:5 000, 1 : 50000, 
1: 500000 et. enfin 2 cm* de la dilution p. e. 1:1000000. La 
distribution débute par le virus sous le volume de 0,50 des dilu- 
- tions 50000, 5000 et 500, a raison d’un tube par dilution et 
par sérum, plus un témoin positif et un témoin négatif. 

Deux tubes sont en outre utilisés pour distribuer 0,50 des dilu- 
tions 500000 et 1000000 qui servent a un titrage de contrdéle. 

Les sérums a tester sont distribués 4 raison de 0,50 pour 
chacun des 3 tubes correspondants. De méme, les témoins : 
positif (sérum d’anesse hyperimmunisée), négatif et controle de- 
titrage (sérum de cheval normal.1 : 10). 

De ce fait, les dilutions de virus sont devenues respectivement 
10—*, J0-*, 10—* dans les tubes-réaction, et 10—*, 2 x 10—-*® dans 
les deux tubes-titrage. 

Les tubes sont’ alors bouchés au caoutchouc et agités sépa- 
rément en les heurtant sur le portoir. ‘Le tout est emporté dans 
la piéce a inoculation pour faire 3 souris par tube. Les 9 souris 
répondant a chaque sérum, marquées différemment selon le 
titre de la dilution, sont réunies dans un méme bocal, de méme 


les 6 souris du titrage. 
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La durée de l’opération, qui porte parfois sur 40 sérums, doit 
demeurer inférieure & une heure. . 

Les souris sont observées quinze jours. 

Interprétation. — Les doses de virus inoculées sont respec- 
tivement au moins 10, 100 et 1 000 doses strement mortelles pour 
les réactions et 0,5 et 1 pour les titrages qui, ajoutés au témoin 
négatif, font une gamme étendue sur 5 dilutions. 

Les résultats se lisent aprés quinze jours d’observation. Sché- 
matiquement sont classés négatifs les sérums qui n’ont protégé 
aucune souris, positifs (+) les sérums qui ont protégé les souris 
inoculées avec la dilution 10—°, positifs (+ +) les sérums proté- 
geant Jes souris inoculées avec la dilution 10—*, et enfin positifs 
(+++) les sérums protégeant toutes les souris y compris celles 
inoculées avec la dilution 10—*. 

Dans les cas limite ou paradoxaux, il est nécessaire d’inter- 
préter en tenant compte au besoin de la durée de la survie, ou 
bien on recommence l|’épreuve. 


‘VL. — ActivitE En 1951. 


1° Vaccin : 100 lots préparés, 88 160 ampoules produites pour 
prés de 9 000 000 de vaccinations. 

2° Titrages : 36 lots de vaccin, plus 1 lot ayant séjourné cing 
mois en glaciére et quinze jours a la température ordinaire. 

3° Tests de neutralisation : 633 dont 628 concluants. 

Dans sa sécheresse, ce bilan. montre l’extension atteinte par 
la vacciation de Dakar en Afrique noire frangaise ot la fiévre 
jaune est devenue plus rare que la variole et ou sa forme épidé- 
mique a pratiquement disparu. 

Cette victoire n’est pourtant pas définitive [47]. L’agent patho- 
géne se maintient dans un cycle extra-humain. Tant que le réser- 
voir a virus n’aura pas été stérilisé, la vaccination demeurera 
unique moyen pratique de prévenir ces flambées épidémiques 
rurales dont le Nouveau Continent offre des exemples actuels. 

C’est a fournir l’arme de cette prévention que |’Institut Pasteur 
de Dakar consacre une part importante de son ceuvre. 
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LA REACTION DE DUBOS ET MIDDLEBROOK, 
TEST CYTO-CHIMIQUE 
DE LA VIRULENCE DES MYCOBACTERIES 


par J. VIALLIER et J. TIGAUD (’). 


(Institut Bactériologique de Lyon.) 


La recherche de la virulence prend un intérét singulier pour 
la classification et l identification des Mycobactéries dont les 
souches si diverses se distinguent souvent par ce seul caractére. 

En 1948, R. Dubos et G. Middlebrook décrivent une méthode 
nouvelle [4]: la coloration par le rouge neutre, dans certaines 
conditions trés strictes de pH (8,9). Ce test cyto-chimique de !a 
virulence est de réalisation rapide et s’oppose, de fagon absolue, 
a la méthode classique d’inoculation a |’animal. Dans les condi- 
tions requises, les Mycobactéries virulentes se colorent en rouge, 
les Mycobactéries non pathogénes en jaune. P. Hauduroy et 
Posternak-Gallia [2] introduisirent la méthode en Europe. Lea 
Richmont et Cummings [8], Asselineau et Lederer [4], F. Ingrao 
et C. Vetere [5] ont consacré de longs mémoires a cette méthode 
de détermination dé la virulence, en étudiant la spécificité et 
Je mécanisme pathogénique. Actuellement, tout une série de 
substances sont utilisées, concurremment au rouge neutre : test 
au bleu de Nil de Paraf, Desbordes et Fournier [6], réaction de 
F. J. Wilson, Catherine Kalish et Charles H. Fish [7]. P. Hau- 
duroy et R. M. Loretan {8}, dans un article récent, comparent 
les résultats fournis par ces différents tests. La sensibilité origi- 
nelle de la Mycobactérie au PAS ou a Visoniazide, la croissance 
dans un milieu contenant de l’antitoxine diphtérique ont été 
proposées comme tests de virulence. 

Nous avons par ailleurs étudié [9] la technique de la réaction 
de Dubos. Rappelons qu’il ne s’agit nullement d’une coloration 
bactérienne susceptible de permettre l’identification des germes, 
qu'elle ne peut se pratiquer que sur des cultures. Tous les essais 
que nous avons effectués pour appliquer ce test cyto-chimique 
a l’étude des bacilles contenus dans des produits pathologiques 
sont restés infructueux. Frappés, comme P. Hauduroy, par la 


(*) Manuscrit recu le 8 juillet 1953. 
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différence d’affinité tinctoriale des diverses souches de Myeco- 
bactéries virulentes pour le rouge neulre, nous avions pensé qu’une 
étude spectroscopique [40] nous permettrait de classer d’une facon 
plus rationnelle les souches examinées. Avec la technique que 
nous avons proposée, nous avons cherché si le rouge du rouge 
neutre correspondait a une bande d’absorption définie dans le 
vert. L’étalement de la bande caractéristique de la réaction positive 
nous aurait permis de nuancer les réponses, en les chiffrant. En 
réalité, il n’est pas possible d’isoler une bande spectrale définie. 
Pourtant, si l’on envisage simplement la limite de absorption du 
coté du rouge, on peut classer les germes d’aprés une seule 
longueur d’ onde el obtenir ainsi un chiffre plus objectif qu'une 
simple appréciation de coloration. Cette méthode nous a paru 
utile pour certaines recherches expérimentales que nous avons 
poursuivies. 

Nous avons utilisé aussi une deuxiéme variante de la méthode, 
qui dispense du lavage préalable des bacilles par le méthanol 
a 50 p. 100 et permet de suivre pas a pas la coloration des 
éléments de la colonie. La goutte de suspension aqueuse de la 
colonie de Mycobactéries est placée entre lame et lamelle sur la 
platine d’un microscope a contraste de phase. On repére une 
colonie dans le champ microscopique. On fait ensuile tomber 
une solution de rouge neutre, mélangée en proportion convenable 
a la solution tampon, au voisinage immédiat d’un bord de la 
lamelle de fagon que la goutte, en s’étalant, vienne mouiller 
ce bord. Le liquide est aspiré sous la lamelle en disposant, du 
cété opposé, un petit rectangle de papier filtre qui absorbe le 
liquide en excédent. On régle facilement le débit de colorant. 
En examinant Ja préparation, on voit un courant liquidien la 
parcourir entrainant des débris, des bacilles isolés, et les diffé- 
rents éléments de la colon:e se colorent sous l’ceil de lV observateur. 
peepee nee de lavage préalable par le méthano] 4 50 p. 100 ne nous 

a jamais génés dans nos observations. 

Lia réaction de Dubos et Middlebrook permet de distinguer, 
‘appelons-le, les Mycohactéries virulentes qui se colorent en rouge, 
et les Mycobactéries non virulentes qui se colorent en jaune. 
R. Dubos et G. Middlebrook ont étudié 22 souches de Mycobac- 
téries, Hauduroy et Y. Posternak-Gallia 58 bacilles tuberculeux, 
67 Mycobactéries non pathogénes, 26 souches de microbes non 
acido-aleoolo-résistants, F. Ingrao et C. Vetere, 42 bacilles tuber- 
culeux et 218 Mycobactéries classées non pathogéenes. Nous-mémes 
avons, a l’heure actuelle, testé 311 bacilles tuberculeux, dont 
304 bacilles humains récemment isolés de lésions tuberculeuses — 
diverses, 3 souches humaines de collection, 4 souches bovines, 
puis 6 souches pisciaires, 5 Mycobactéries non °pathogénes, 
25 germes non acido-alcoolo-résistants. Des cas particuliers méri- 
tant discussion se sont présentés. Hauduroy, dans diverses publi- 
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cations, a signalé la teinte particuli¢re prise par le BOG, un 
rouge un peu violacé, carminé. Nous avons retrouvé ce fait qui, 
a premiére vue, peut paraitre surprenant car il nous fait ranger 
le BCG parmi les germes pathogénes si l’on interpréte la réaction 
d’une facon stricte. Hauduroy [44].a signalé que le BCG est patho- 
gene pour Mesocricetus auratus sans que du reste, par ce 
passage, il soit possible de lui faire récupérer une virulence 
quelconque pour d’autres espéces. Hauduroy signale que 4 souches 
de bacilles acido-alcoolo-résistants, isolées 4 partir de larves de 
Puler irritans nourries avec une émulsion de lépromes, se colorent 
en rouge. De méme, le bacille de Stefansky que nous avons pu 
étudier donnait une réaction positive. 

L’habitude est de définir la virulence des Mycobactéries par rap- 
port a leur aptitude pathogéne pour le cobaye ou pour homme. 
Le test cyto-chimique de Dubos et Middlebrook révéle probable- 
ment une aptitude pathogéne latente, sans préjuger de l’espéce 
animale a laquelle elle s’applique. L. Richmont et M. M. Cum- 
mings ont isolé du radis une Mycobactérie non pathogéne qui se 
colorait en rouge par le rouge neutre, et J. Desbordes et 
KE. Fournier [42] ont observé pour une Mycobactérie F 3 réputée 
non pathogéne une coloration en rouge. Ces rares exceptions 
nvenlévent pas sa valeur a la réaction, le doute persiste sur 
Vaptitude pathogéne éventuelle de ces souches. 

A Vopposé, F. Ingrao et C. Vetere indiquent que 5 souches 
a test eyto-chimique négatif ont tuberculisé le cobaye. Ces Myco- 
bactéries avaient été isolées de mouches. Les auteurs ne précisent 
pas si la souche a été cultivée aprés passage a travers l’organisme 
du cobaye et ce qu’a donné alors Ja coloration par le rouge neutre. 
Les mouches sont l’hote fréquent de Mycobactéries non patho- 
génes, mais elles peuvent transporter aussi d’authentiques bacilles 
tuberculeux. Or, nous avons pu ‘isoler d’organismes humains 
longuement trailés par des antibiotiques des germes [48] a viru- 
lence cyto-chimique trés atténuée. D’autre part, une de nos 
souches [49] isolée de l’expectoration d’une malade atteinte de 
tuberculose pulmonaire a vu par culture sur milieu pauvre la 
réaciion de Dubos s’atténuer et disparaitre. L’inoculation a 
l’animal donna naissance 4 une tuberculose expérimentale A marche 
lente mais incontestable. La culture sur milieu de Léwenstein 
du caséum ganglionnaire donna naissance A des colonies de 
bacilles se colorant en rouge par le rouge neutre. Nous poursui- 
vons d'autres recherches sur ce point particulier. 

La réaction de Dubos est sujette a des variations ou, si l’on 
veut, laffinité des bacilles pour le rouge neutre est sujette 
4 dimportantes modifications. Dubos et Sutter [43] ont constaté 
que certains éléments étaient capables d’empécher la fixation du 
rouge neutre sur les corps bactériens. Ils signalent, par exemple, 
que la réaction est négative pour les germes cultivés en présence 
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de concentrations élevées d’asparagine. Le lavage par le 
méthanol a 50 p. 100 est destiné a supprimer cette action inhi- 
bitrice. 

Plus importantes sont les variations suivant lage des bacilles, 
les bacilles jeunes ne présentent pas le test cyto- “chimique de la 
virulence. Lorsqu’on examine, avec le microscope A contraste 
de phase, une colonie de bacilles tuberculeux et lorsqu’on assiste 
_a la coloration par le mélange de rouge neutre et de substance 
tampon, on constate que les premiers éléments colorés sont des 
éléments centraux, la colonie se fonce. Sur Jes colonies minces 
et allongées, les cxtrémités ne sont pas colorées, pas plus, du 
reste, que les prolongements des grosses colonies manifestement 
formées d’éléments bacillaires jeunes. Les bacilles distaux des 
colonies les plus récemment formées ne donnent pas la réaction 
de Dubos. Ceci implique la nécéssité, croyons-nous, pour 
apprécier la réaction, de tenir compte des bacilles les plus 
colorés et d’exiger une croissance suffisante. 

Pour étudier de plus prés cette influence de lage des bacilles 
« virulents » sur la colorabilité par le rouge neutre, nous avons 
compté a intervalles réguliers le pourcentage des bacilles colo- 
rables des colonies, par rapport aux bacilles totaux. La crois- 
sance totale était appréciée elle-méme a |’électrophotométre. 
Nous avons procédé expérimentalement de. la fagon suivante : la 
souche de Mycobactérie virulente est ensemencée en fiole de 
Vivian contenant 50 cm? de milieu de Youmans, sérum de cheval. 
Les fioles, placées dans une étuve 4 37°, sont agitées journel- 
lement pour éviler Ja formation d’amas microbiens trop impor- 
tants. A intervalle de temps régulier, on préleve 2.cm*® de }a 
culture, et on apprécie la croissance a l’électrophotométre puis, 
ces mesures terminées, on centrifuge les 2 cm* prélevés, et le 
culot de centrifugation ayant été coloré par le procédé de Dubos 
et Middlebrook, on compte les bacilles colorés et non colorés 
sur plusieurs colonies. Nos mesures n’ont pas été poursuivies 
au dela du cinquantiéme jour. 

Nous avons ainsi établi les courbes de croissance totale et 
celles des bacilles colorables pour 18 souches de Mycobacterium 
tuberculosis var. hominis. M. W. Fisher et Waldemar F. Kir- 
chenner [44], étudiant la croissance de 15 souches de Mycobac- 
{éries, ont constaté qu'une phase arithmélique linéaire relati- 
vement longue succédait directement a la phase logarithmique. 
Les courbes de croissance totale que nous avons obtenues sont 
tout a fait superposables, avec une phase de latence plus ou 
moins longue, une phase de croissance pseudo-logarithmique ct, 
enfin, une phase de ralentissement et d’arrét de la pousse. La 
courbe de bacilles colorés par le rouge neutre varie selon la pro- 
venance des bacilles ensemencés ct peut se résumer a 3 types 
principaux. Dans un premier type, la courbe montre un accrois- 
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sement numérique régulier des bacilles colorés & partir du pour- 
centage initial des bacilles. ensemencés, mais la phase de latence 
est plus longue, la phase de croissance exponentielle retardée 
par rapport a la méme phase de croissance globale. Tout se 
passe comme si, au début, la multiplication hacillaire donnait 
naissance a des bacilles ne prenant pas le rouge neutre, l’appa- 
rition de cette aptitude tinctoriale ne survenant qu ultérieure- 
ment. Dans la phase de ralentissement de la pousse, au contraire, 
les bacilles déja formés complétent leur maturation et courbe de 
rouge neutre et courbe de croissance tendent -a se rejoindre. 

Le deuxiéme groupe concerne 4 souches dont la pousse, apres 
un certain temps de latence, s’est montrée extrémement rapide. 
La courbe de rouge neutre montre une inflexion vers le bas, le 
nombre de bacilles colorables devenant inférieur a ce qu'il était 
au début de l’expérience. 

Le troisiéme type (4 souches) se rencontre lorsque l’ensemen- 
cement est effectué a Vaide de bacilles jeunes, adaptés a pousser 
dans le méme milieu avec des repiquages fréquents. Dans ce cas, 
la phase de latence de la courbe de croissance n’est pas visible. 
On ne retrouve que la phase exponentielle et la phase de ralen- 
lissement. On retrouve une courbe de rouge neutre sensiblement 
comparable a celle du premier type. Des intermédiaires sont 
possibles entre ces trois types de courbe que nous avons choisis 
comme point de repére. L’établissement de courbes de ce type 
nous semble avoir un certain intérét pour fixer non seulement 
la multiplication des germes mais, encore, leur temps de matu- 
ration. 

Curieux furent les résultats que nous avons obtenus en culti- 
vant des bacilles virulents sur des mileux pauvres. Cing souches 
virulentes, repiquées de milieux de Youmans en eau peptonée 
elycérinée & 5 p. 100 ont perdu leur colorabilité par repiquages 
successifs. Prenant un milieu de culture ‘plus pauvre encore, 
Peau ordinaire slérilisée, nous avons constaté pour 12 souches 
que Vaffinité tinctoriale pour le rouge neutre diminue encore 
plus vite, 

La streplomycine, le PAS, Visoniazide, mis au contact de 
hacilles virulents, & des taux nettement | supérieurs a Vunité bac- 
iériostalique, pendant des délais variables jusqu’a quinze jours 
n’ont en rien modifié la réaction de Dubos. 

Les bacilles morts comme les bactlles vivants se colorent en 
rouge par la technique classique. Nous avons étudié le phéno- 
méne a Laide de la méthode spectroscopique, sur 3 souches de 
Mycobactéries pathogénes et 8 souches non pathogénes. La mort 
des bacilles issus d’une culture de plus de quarante- cing jours 
a été obtenuc pour chacune des souches étudiées par séjour d’une 
heure a Vautoclave a 120°, par le rayonnement ultra-violet, par 
cing jours de contact a 18° avec de V’éther, du formol a 40 p. 100, 
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de Valcool a 95°. Pour chaque essai, des mesures comparatives 
ont été effectuées avec des hacilles témoins vivants provenant de 
la méme culture, sous une épaisseur de 0,3 mm. Les différences 
entre les chiffres trouvés pour bacilles vivants et bacilles morts 
en mu sont résumées dans Je tableau I. 


TABLEAU I. 


SOUCHES DE MYCOBACTERIES UTILISEES 


MORT OBTENUE 


par 


Av. H37Ra 
V. H37Ry. 
V.H. Gai... 
V. Aviaire 
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oF 
(-5)4 


Autoclave une heure & 120° + 20 
0 


theres ec ee ay as 
EFOrmoliger nes cee kee plots 
Aleooliar Sarre, aa. 


oe 


. 
oO 


0 
Rayons ultra-violets. .. .| 0 
0 
0 


otoot 


0 
+ 10 
0 


cr 
+t sot 
o 


Soe 
o 
eord 


Tableau indiquant les différences trouvées par examens spectroscopique entre le chittre 
donné sur !’échelle par la limite d’absorption du cété du rouge des bacilles vivants aprés 
coloration par le rouge neutre et le chiffre obtenu aprés examen des bacilles tués. (Les 
chiffres sont exprimés mp: O, veut dire qu'il n’y a pas eu de discordance entre les deux 
chiffres ; + 10 veut dire que le debut de l'absorption du cété du rouge pour les bacilles 
tués correspondait sur l’échelle a un chiffre supérieur de 10 my). 


L’étude de ce tableau montre de trés fatbles variations de 
laffinité tincloriale pour le rouge neutre des différents bacilles 
étudiés. On peut se demander si les variations m:nimes observées 
pour les bacilles virulents étaient réellement dues a une fixation 
plus grande de colorant pour chaque bacille ou, simplement, 
a Ja contraction sous un plus faible volume de la substance 
colorée. Ces divergences ont été notées lorsque les bacilles 
étaient tués par une substance chimique. Les bacilles avirulents 
ont présenté des variations équivalentes. 

On peut penser que des souches de Mycobactéries pathogenes 
réguliérement entretenues au laboratoire par repiquages suc- 
cessifs sur le méme milieu conservent un pouvoir pathogéne 
relativement stable et doivent, de ce fait, avo:r une affinité tincto- 
riale pour le rouge neutre constante. Nous avons répété l’examen 
spectroscopique de certaines souches, colorées a intervalles plus 
ou moins lointains, attergnant plus d’un an. L’écart maximum 
observé entre deux mesures successives n’a pas dépassé 10 mu. 
comme le montre Je tableau II. Nous croyons done que laffinité 
tinctoriale d’une souche donnée pour le rouge neutre reste. un 
earactére remarquablement fixe. 

Le dernier probléme que nous avons voulu étud-er est celut 
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Tasieau II. 


INTERVALLE 
compris 
SOUCHE pre entre la premiére 
et la derniére 
mesure 
en mois 


ECART EXTREME 
des mesures faites 
sous 0,3 mm 
épaisseur 
en my 


des mesures 


H37Rv (m. de Youmans) . 20 


H37Rv Gua i piste e 
48 
V7. 
22 
20 
20 
20 


— 


Somer OS ott oe 


i 
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des rapports qui régissent la coloration de Mycobacterium tuber- 
culosis par le rouge neutre et la virulence du bacille pour le 
cobaye. Les différences d’affinité tinctoriale pour le rouge neutre 
dans les conditions de la réaction de Dubos, observées entre des 
souches de bacilles tuberculeux, sont-elles  significatives et 
correspondent-elles 4 des différences du pouvoir pathogéne pour 
le cobaye ? Nous avons, par ailleurs, rapporté nos conditions 
expérimentales [49]. Les bacilles cultivés sur milieu de Loéwens- 
tein ont été pesés entre le vingt-cinquieme et le trentiéme jour 
de leur croissance, broyés et émulsionnés dans de l’eau physio- 
logique. Pour chaque souche, 3 animaux ont été inoculés de 
facon semblable. La coloration de Dubos a été effectuée sur fe 
liquide de dilution restant, selon la méthode classique. Pour 
apprécier la virulence cobaye nous avons tenu compte de la 
survie des animaux inoculés, mais nous avons éliminé ceux pour 
lesquels Vautopsie ne révélait pas une généralisation de l’infec- 
tion et des lésions hépatiques, spléniques et pulmonaires suffi- 
santes. Nous n’avons pas constaté de relation directe ni un 
parallélisme absolu entre la virulence pour le cobaye et l’inten- 
sité de la coloration par le rouge neutre, néanmoins, les souches 
fortement colorées furent douées pour le cobaye d’une virulence 
importante ou moyenne. Aucune souche fortement colorée ne se 
montra peu virulente pour le cobaye. Il n’est pas possible de 
conclure de facon absolue. Il nous parait simplement que le 
rouge neutre nous renscigne sur un facteur de la virulence sans 
préjuger de l’existence d’autres facteurs que nous ignorons. 
Deux hypothéses ont été émises pour expliquer le mécanisme 
de la réaction de Dubos. Asselineau et ‘Lederer [4], les premiers, 
trouvent que Jl’acide mycolique libre des cires et un lipo- 
saccharide azolé et phosphoré, & haut point de fusion, extrait 
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des lipoides des bacilles tuberculeux, se colorent en rouge par 
le rouge neutre. 

A Vopposé, Desbordes et Fournier [45] laissent entendre que 
le rouge neutre étant un colorant vital et un indicateur « Redox » 
la coloration pourrait dépendre d’un potentiel d’oxydo-réduction 
intracellulaire différent selon les souches utilisées et dépendant 
de I’ « équipement ‘enzymatique initial ». Si l'on admet ce 
dernier mécanisme, on ne voit pas comment des bacilles. tues 
conservent un potentiel d’oxydo-réduction intracellulaire jusqu’a 
trente jours aprés leur mort, comme nous avons pu le vérifier. 
Méme en admettant que les bacilles restent remarquablement 
protégés, de toute nécessité des échanges doivent rester possibles 
avec le milieu extérieur. Bloch [46] a mis au point un procédé 
dans lequel la rapidité de décoloration du bleu de méthyléne par 
_les Mycobactéries est inversement proportionnelle 4 leur viru- 

lence. Cette réduction du bleu de méthyléne en son leucodérivé 
est entiérement différente de ce qui se passe dans la réaction de 
Dubos. Elle doit étre recherchée en l’absence d’oxygéne molé- 
culaire, sous vide ou en tube de Thunbere, le virage est constaté 
sur le liquide surnageant, alors que dans la réaction de Dubos 
qui se pratique a l’air libre, ce sont les bacilles eux-mémes qui 
se colorent et non le liquide nurnageant. Nous avons, utilisant 
5 souches virulentes et 5 souches avirulentes, en fin de crois- 
sance, recherché le potentiel limite d’oxydo-réduction en tube 
de Thunberg, 4 l’étuve a 387°. Nous nous sommes adressés: 
a 4 colorants: le bleu de méthyléne (rH 14), le bleu de Nil 
(rH 10,9), le vert janus (vert Visba B — rH 6) et le rouge neutre 
(rH 8) et n’avons pas prolongé Vobservation plus de trois jours 
pour éviter que la cytolyse ne vienne modifier les résultats, en 
diminuant le potentiel d’oxydo-réduction et la vitesse de décolo- 
ration des indicateurs. Ces expériences, résumées dans _ le 
tableau III, et dans les détails desquelles nous ne pouvons pas 
entrer ici, nous ont inspiré plusieurs remarques. Il est bien 
exact que les bacilles avirulents ont une respiration plus active 
que les bacilles virulents, mais i] ne semble pas que leur systéme 
respiratoire soit fondamentalement différent de celui des bacilles 
virulents puisque leur potentiel limite d’oxydo-réduction est, 
pour les deux types de bacilles, supérieur au potentiel de virage 
du rouge neutre. Si les Mycobactéries pathogénes et non patho- 
genes different par des phénoménes de réduction mis en arenes 
par le rouge neutre, on peut expliquer que les germes non viru- 
lents, dont. l’activité respiratoire est élevée, réduisent le rouge 
neutre ou, du moins, le laissent a l’élat réduit, mais on ne peut 
pas admettre que les bacilles virulents transforment le rouge 
neutre et le fassent passer de l’état réduit a l'état oxydé. 
Comment expliquer aussi que les bacilles jeunes en voie de 
croissance qui présentent une activité respiratoire plus élevée, 
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TaBLeAu Ill. — Colorants. 


pH SOUCHES We ute eek BLEU DE NIL VERT VISBA B 
, Bleu 36 h., rose moin 
Avirulentes. |Bleu, décol, 18 h./ Bleu, décol. 48 h. ead h., décol. 72h. 
pH 
49 Bleu 36 h., encore 
Virulentes. |Bleu, déco]. 24 h.| Bleu, décol. 24h.) rose aprés 48 h. 
décol. 24 h. enriron. 
Bleu 24h., rose moins 
| Avirulentes.|Bleu. décol. 18 h.|Bleu, décol.48h.| de36h , décol. moins 
de 48 h, 
pil rf 
6,8 
Bleu plus de 36 h. 
; Bleu Bleu 5 ; 
Virule diet lias ee ; at rose aprés 48 h., 
Arulentes. jyécol. 18 a 24 h.|décol. 18 a 24 h. asco. 22 he sndnea. 


ROUGE NEUTKE 
—_—_———— 


Jaune apres 72 h., ba- 
cilles non colorés. 


Jaune apres 72 h., ba- 
cilles rouges avant 
48 h., jaunes apres 
72 h., virage dans 
Vintervalle. 


Liquide rouge avant 
48 h., jaune aprés 
48h , bacilles non 
colorés. 


Liquide rouge avant 
48 h., jaune aprés 
72 h., bacilles rouges 
avant 48 h., jaunes 
apres 72 h. 


laissent le rouge neutre 4 Vétat réduit, alors que ces mémes 
bacilles, parvenus a l’état de bacilles murs, l’oxyderont. 

A cette théorie de Jl oxydo-réduction s’oppose la_ théorie 
chimique. Rien n’empéche, si l’on admet ce mécanisme, que des 
bacilles morts conservent sous la forme de l’acide mycolique et 
du polysaccharide c:té plus haut le souvenir de leur virulence 
passée, La variabilité de Vaffinité tinctoriale selon. l’age s’accom- 
mode parfaitement de cette théorie, ct Asselineau [47] a bien 
montré que Ja teneur en lipides libres tolaux des bacilles jeunes 
n’est que de 7 4 10 p. 100 du poids see des bacilles, au lieu de 
20 a 22 p. 100 chez les bacilles Agés. 

Il est classique, comme l’a récemment souligné L. Négre [20], 
que la virulence des bacilles jeunes est moins élevée que celle 
des bacilles Agés. 

Nous sommes persuadés que la réaction de Dubos est due 
4 des substances définies présentes dans le corps bacillaire, agis- 
sant par des groupements acides. Peut-étre ne sont-elles pas, du 
reste, le seul facteur de la virulence, puisque des bacilles morts 
gardent leur affinité tinctoriale. 

En conclusion, la spécificité de la réaction de Dubos et Middle- 
brook nous a paru suffisante sous certaines conditions que nous 
nous sommes efforcés de préciser. 

La confrontation avec la virulence sur le cobaye comporte des 
exceptions, mais a une concordance en général telle que lon 
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peut admettre la réaction de Dubos comme un test de virulence. 
La réaction varie en fonction du milieu de culture et de l’age 
des bacilles. Son mécanisme, encore discutable, peut étre attribué 
a la présence de certains groupements acides des cires, sans 
préjuger de l’intervention possible d’autres facteurs. 


RESUME. 


La coloration par le rouge neutre,- dans certaines conditions 
précisées par R. Dubos et G. Middlebrook, permet de classer 
les Mycobactéries en virulentes et non virulentes. Le test cyto- 
chimique s’oppose de facon absolue a la méthode classique d’ino- 
culation 4 l’animal. La méthode spectroscopique et la coloration 
dans le champ microscopique peuvent étre utilisées. I] existe de 
rares divergences entre les résultats du test cytochimique et le 
pouvoir pathogéne du méme germe tel que nous le concevons. 
‘L’affinité tinctoriale des Mycobactéries virulentes pour le rouge 
neutre varie selon les souches sans qu’on puisse chiffrer exac- 
tement la virulence par l’intensité de la coloration. Il n’y a ni 
parallélisme absolu, ni concordance stricte, mais une relation 
certaine entre les résultats fournis par le test cytochimique et 
PinoculJation au cobaye des souches virulentes. La teinte prise 
sous l’influence du rouge neutre par les Mycobactéries virulentes 
est assez caractéristique de la souche considérée. Les  bacilles 
virulents jeunes se colorent comme les bacilles avirulents ; ils 
acquierent la colorabilité par le rouge plus ou moins rapidement 
selon les conditions de développement et le milieu utilisé. Les 
bacilles virulents tués par des procédés physiques ou chimiques 
conservent leur affinité tinctoriale pour le rouge neutre. Deux 
hypothéses expliquent le mécanisme de Ja réaction de Dubos. Les 
expériences réalisées sont en faveur de la fixation ou du phéno- 
méne d’oxydo-réduction se produisant au niveau d’une substance 
chimique particuliére contenue en quantité variable, ou absente, 
selon que la Mycobactérie est ou non virulente. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DE L’ACTION DES ALCALOIDES SUR LES BACTERIES 


par Suzanne LAMBIN et Jacqurtins BERNARD (’). 


(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté de Pharmacie de Paris.) 


‘L’étude de Vaction des alcaloides sur les bactéries a été envi- 
sagée par différents auteurs. Il semble que Lubbert [26], en 1886, 
ait Pun des premiers étudié l’action antiseptique de certains 
dentre eux sur le Staphylocoque. Brigandat [6], en 1891, exposant 
ses recherches sur la conservation des solutions d’atropine, 
conclut que cet alcaloide ne posséde aucune action inhibitrice. 
W. S. Ssadikow [85] en 1912 note une certaine activité de la 
strychnine 4 Végard de quelques espéces bactériennes et propose 
une classification des bactéries basée sur leur comportement 
vis-a-vis de ce corps. La recherche de l’activilé antibactérienne 
de la quinine et de ses dérivés a fait l’objet de nombreux travaux 
(O. H. Brown [7] en 1912, J. Morgenroth et I. Tugendreich [27] 
et A. Loeser [25] en 1917, R. Bieling [4] en 1918, W. Kolle et 
H. Schlossberger {417] en 1923, F. H. Johnson et I. Lewin [44] en 
1945). D’autres auteurs se sont intéressés 4 quelques alcaloides 
particuliers et ont recherché leur activité bactériostatique a Végard 
de diverses espéces bactériennes (A. Haim et Torres [43], 
V. Soituz [33], T. H. Amako [4], A. Lode et A. Howard [24], 
J. P. Todd et H. L. Smith [86], B. Vainberg et V. Krasnogo- 
lovez [38], F. Obaton [28], E. Bonetti et A. Mlenyi [5], P. Ber- 
nouilli [8], Shu Chung Lu et ‘Lan T:en Ho [82}). Certains ont 
étudié la sensibilité Aa quelques alcaloides du bacille de IKoch 
(H. J. Corper, H. Gauss et O. B. Reusch [8], L. Karwacki et 
S. Biernacki [416], A. J. Levy [23], R. Paris et A. German [29)). 
Dans ces derniéres années C. C. Johnson et ses collaborateurs [45} 
ont entrepris I’étude de nombreux dérivés a4 l’égard d’ Escherichia 
coli et d’Aerobacter aerogenes. 

IJ nous a semblé intéressant de reprendre de facon systématique 
l'étude de Vinfluence de substances alcaloidiques sur diverses 
espéces bactériennes [2]. Nous avons déterminé leur activité bacté- 
riostatique a Végard de 8 espéces différentes choisies parmi les 
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Eubacteria, sporulées ou non, a réaction de Gram positive ou 
négative, et sur Mycobacterium tuberculosis (souche Brévannes). 
Nous avons recherché l’activité bactéricide de quelques-uns de 
ces corps, puis l’existence d’une éventuelle action stimulante 
d l’égard de la croissance bactérienne. 


I. — RecHERCHE DE L’ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE 
A L’&GARD DE DIVERSES Eubacteria. 


Les corps a Vétude (1) étaient généralement des sels alcaloi- 
diques ; mais la colchicine, la nicotine, l’anabasine, la xantho- 
fagarine et la cassaine ont, en raison de leurs caractéres particu- 
liers de solubilité, été étudiées a |’état de bases. Les solutions 
des sels alcaloidiques étaient préparées extemporanément en eau 
distillée stérile, la cassaine était solub:lisée dans l’alcool dilué. 

La méthode utilisée pour déterminer la dose bactériostatique 
fut la technique classique des dilutions en milieu liquide. Cepen- 
dant, pour quelques corps insolubles dans les m:leux liquides, 
nous avons dt faire appel a une technique moins précise, qui 
consistait 4 culliver les bactéries 4 la surface d’un milieu solidifié 
contenant en suspension les dilutions du corps a l’étude. 

Les milieux de culture utilisés furent les suivants : 

a) Milieu liquide : 


Autolysatidelevure 2s 2 oo ieee \ key peice anoeun Sai Tut aoe 
GIUCOSEM fe Niais SOAS cae cla Ri cab hia ah tay asa lte gees era aban! eae) 
Phosphate: bipotessiquver: .i5 ge vec oso -tteeaa isl aoe ce Beans 2 
Sulfateide magnésiumy i 9.024 aoe ieee See 0,20 
Chlorurerd' am moniwml sh oes ete a Noey eee at ee ae 4 
Sulfate denler a a0rigey ines boneee fence ead eli cared oe ae cee ee 0,02 
Ban distitlée eyes awh aah eek te ok cane ahh sg ee OOM ORS 


La réaction était ajustée a pH 7,2: avee une solution de soude 
4 10 p. 100, le milieu était stérilisé pendant quarante-cing minutes 
4 100-105° C, filtré, puis réparti dans des tubes A essai stériles 
de 18 mm x 18 cm, a raison de 2,5 em’ par tube, et enfin stérilisé 
pendant vingt minutes a cette méme température. Nous réalisions 
ainsi un milieu a double concentration que l’addition des solutions 
alcaloidiques, des suspensions bactériennes ct d’eau distillée 
stérile devait amener 4 concentration normale. 

Le choix de ce milieu a reposé sur les résultats d’essais préa- 
lables, relatifs & Vinfluence de la constitution du milieu de culture 
sur la dose bactériostatique obtenue. Aprés avoir utilisé success:- 
vement le bouillon de viande, l’eau peptonée (20 p. 1 060), salée 
(1 p. 1000), glucosée (1 p. 1000), un milieu a Phydrolysat de 


(1) Nous avons également étudié l’activité des alcaloides totaux 
d’Holarrhena floribunda (Apocynacée) et celle de dérivés synthétiques, 
lels que la novocaine et la stovaine. 
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caséine (10 p. 1 000), glucosé (2 p. 1000) et le milieu & l’autolysat 
de levure dont nous avons donné la formule ci-dessus, nous avons 
adopté ce dernier ; il nous a permis d’obtenir, en général, des 
doses bactériostatiques plus élevées que les autres milieux étudiés 
et nous avons pensé nous mettre ainsi a l’abri d’une interprétation 
lrop favorable de Vactivité des substances étudiées. Nous iavons 
résumé les résultats de ces essais dans le tableau I ott sont indi- 
quées les concentrations bactériostatiques obtenues pour deux 
antiseptiques classiques et pour un alcaloide dans différents 
milieux de culture, les antres facteurs de _Vexpérience étant 
identiques. 


TasLeau 1. — Doses bactériostatiques a l’égard 
de Staphylococcus aureus en divers milieux de culture. 


Concentration en germes : 10 000 000/em*. (Grammes pour 1 000 cm3.) 


A L'AUTOLYSAT EAU BOUILLON |. A LHYiROLYSAT 
MILIEUX de ” peptonée peptoné de 
levure glucosée salé caséine 
Phénol Daa E ea Aten 25415 2,45 4,85 
OuUmMosol iy Micke. 0,0075 0,020 0,0075 
Chl. d’harmine . 0,30 0,45 0,25 


Nous avons eu J’occasion de constater que la forme des réci- 
pients utilisés n’était pas sans influencer les résultats des essais. 
Les doses bactériostatiques (en grammes pour 1 000 cm*) obtenues 
i Pégard de St. aureus en utilisant, d'une part, des tubes 4 essai 
de 18 mm x 18 em contenant 5 cm? de milieu et, d’autre part, 
des fioles d’Erlenmeyer de 100 cm* contenant 20 cm* de milieu, 
toutes les autres conditions ¢lant identiques (milicu 4 Vhydrolysat 
de caséine, 500 000 germes par centimétre cube), ont été respec- 
livement les suivantes : pour le phénol, 1,65 et 1,25; pour te 
guinosol, 0,00075 et 0,003 ; pour le chl. d’harmine, 0,035 et 0,075. 

b) Le milieu solide adopté était le bouillon de viande classique, 
peptoné a 10 g p. 1000, additionné de 5 g p. 1000 de ClNa et 
gélosé a 20 g¢ p. 1000. Ce milicu était réparti en tubes a essai 
de 20 mm x 20 cm, a raison de 18 cm* par tube. 

Les espéces bactériennes mises en expérience furent les huit 
suivantes, dont les souches provenaient de la collection de l'Institut 
Pasteur ou de celle du Laboratoire de Microbiologie de la Faculté 
de Pharmacie : Staphylococcus aureus (souche +), Pseudomonas 
aeruginosa (souche 1), Escherichia coli (souche Samet), Bacillus 
mesentericus vulgatus (souche 100), Bacillus proteus X 19 
(souche A), Eberthella typhosa (souche 1), Klebsiella pneumoniae 
(souche C+), Shigella dysenteriae (souche 35). 
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Pour V’ensemencement des milieux liquides, les suspensions 
bactériennes utilisées étaient préparées en eau distillée stérile, 
a partir de cultures, sur bouillon gélosé, agées de 24 h. a 37° 
dans le cas. des formes végétatives et de 48 h. a 37° pour les 
germes sporulés. La concentration en germes de ces suspensions 
était déterminée par voile opacimélrique, par rapport a -une sus- 
pension étalon dont la concentration en bactéries avait été préala- 
blement délerminée par numérations microscopiques. 

Le nombre de germes ensemencés s’est montré susceptible de 
faire yarier de facon considérable les résultats obtenus avec 
certains corps, fait sur lequel Vune de nous a récemment 
insisté [24]. Dans le tableau II, nous donnons a titre d’exemple 
les résultats respectivement obtenus avec des ensemencements de 
10 000 000 de germes et de 500000 par centimétre cube. 


Tartgau I], — Doses bactériostatiques 
a Végard de Staphvlococcus aureus. 


Milieu a l’autolysat de levure. (Grammes pour 4 000 cm?.) 


NOMBRE DE GERMES 
par centimétre cube 


500 000 10 000 000 

TOMO oie jar Rebncates ed ata tant Me 4,65 eho 
OUINOSON A hc en ee et ees 0,0035 0,0075 

Chl. Phierhrine cs oN ee 0,20 0,30 
PROTOCOLE D’UN ESSAI EN MILIEU LIQUIDE..— Des essais préli- 


minaires ayant été effectués pour situer la zone des dilutions 
uuiles, Jes gammes adoptées étaient préparées comme nous | ’indi- 
quons dans le tableau III, en ajoutant aseptiquement au milieu 
de culture a double concentration la solution alcaloidique, la 
suspension bactérienne et Veau distillée stérile. 

La lecture des résultats était effectuée aprés vingt-quatre heures, 


puis apres quarante- -huit heures et soixante- douze heures de 
culture a +87° C, La notation suivante fut adoptée 


Développement normal, identique au témoin . 


‘ ° . . Taek: 
Développement moindre, mais évident + 
Développement douteux. . ate 
Absence de culture . ; 0 

PROTOCOLE D'UN ESSAI EN MILIEU SOLIDE. — Au moment de 


essai, le milieu gélosé était liquéfié au bain-marie, puis refroidi 
i 45° C environ, et une série de dilutions décroissantes de la 
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TasLeau lll. — Schéma d@’un essai. 


VOLUMES 
en centimétres cubes 


Miliéucanconcsdouble..c: 9, ete. 2 OV eG OU e, On Wana) Oba e oe o 
Susp. de St. aureus (a 200 000 000/cm3).| 0,25 | 0,23 | 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 
Sol. sulfate de berbérine au 4/1 000. .} 2 4,50) 4 0,50 | 0,25 
Bauidist. Sterile. sac cikoces io Fe arene 0,25 | 0,75 | 4,25 | 4,75 | 2 2525 
Dilutions finales (grammes de sel pour 
A000 cms) sow ie: ’s GUAM IS Abas Ma eas 0,40 | 0,30 | 0,20 | 0,40 | 0,05 | Témoin. 

Résultats : 

APIes7a4 NEUTESS,. ic0 of don p ae, ee 0 0 + spel) araeqt Sear 

Apres! 48iheures cs). .0 02 re. 0 A | Ra | E+ 

Apres 27 Ne ures. si <1 os b-l cp nore 0 ++ 


substance a |’étude était préparée en eau distillée stérile ; 2 cm*® 
de chaque dilution étaient prélevés aseptiquement et ajoutés 
a chacun des tubes de gélose (de 18 cm*). Le contenu de chacun 
d’eux, aprés homogénéisation, était transvasé dans une boite de 
Petri préalablement stérilisée, laquelle aprés refroidissement était 
placée a l’étuve & +37°C pendant vingt-quatre heures pour 
assurer une dessiccation suffisante du milieu. La gélose était alors 
ensemencée a l’aide d’un fil coudé préalablement plongé dans une 
culture en bouillon agée de 24 heures, et égoutté. Le fil était 
simplement posé a la surface de la gélose réalisant un seul trait 
d’ensemencement; plusieurs espéces bactériennes différentes 
pouvaient ¢tre ainsi ensemencées dans une méme boite de Petri. 
Pour chaque essai nous préparions une boite témoin dont la 
gélose était exempte d’alcaloide. La lecture des résultats était 
effectuée aprés vingt-quatre heures, puis quarante-huit heures ct 
soixante-douze heures de culture a +37° C. 


Les résultats obtenus au cours de ces différents essais sont 
indiqués dans le tableau 1V. Les doses bactériostatiques des sels 
alealoidiques étudiés et de deux substances lémoins (phénol et 
quinosol) sont exprimées en grammes pour | 000 cm* de milieu 
de culture. Elles représentent la moyenne entre la dose la plus 
forte qui ait permis le développement de la bactérie en expérience 
et la dose la plus faible qui ait inhibé sa multiplication durant 
trois jours. 

Quelques alcaloides n’ont pu étre essayés a toutes les concen- 
trations désirables, du fait de la difficulté que nous avons eue 
& nous procurer ces corps rares ou trop onéreux (dextro-tubo- 
eurarine, chélidonine, Jobéline). 
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Tastsau 1V. — Doses bactériostatiques des alcaloides 
(grammes pour 1 000 cm’). 


Concentration en germes : 10 millions par cm*. Milieu salin 
a l’autolysat de levure. 


E.coft 


B.mesent. |B. protes! BE tuph. |Kfnneum.| SR. dys. 


Substances témoins : 


Phénol: milieu liauide 1,25 5 
solide 1,25 
Quinosol: milieu liquide 0,02 |: 
a solide 90,0075 


I - Alcaloides de constitution non hétérocyclique : 
Rordénine (sulf.).> 5 ---- Ephédrine (ch1. )-.>I0- 


Il - Groupe de 1a pyridine : 

Cicutine (Br.) et Arécoline (Br.).-.->I0...- Anabasine...>2...- Lobéline (ch1. )...dI...0. 
Nicotine | 8,5 | 6,50 Bite | 11,50 | 8,50 | 7,59 Sil 6,50 
IIl- Groupe du _tropane 

Atropine (sulf.) et Scopolamine (suIf.)seee?IO.cescsseceeeeee 


Hyosciamine (sulf.)¢ 7,50 | 5,50 6,50 | 4,50 6,50 6,50 |>I0 | 4,50 

Cocaine (chl.) | 510 |>28 >10 5,50 | 510 8,50 |>I0 | 5,50 
IV_- Groupe du nor-lupinane 

Spartéine (sulf.) >I0 | 6,50 |>10 | >10 | 7,50 | >I0 ee | 2,50 
\¥ - Groupe de ]'Indole i 

Esérine (sulf.)s...>5..-- Brucine (ch].)s)2seeee 

Yohimbine (chl.) 4,25 pio 2,25 1,25 ; 4,50 2,25 3,50 1,75 
Corynanthine (ch?.) 2,50 }>10 | 1,75 1,50 3,50 1,25 3,50 1,25 
Rarmine (ch). }@ 0,30 | 0,45 0,30 0,30 -| 0,30 0,15 0,30 0,075 
Strychnine (suir.) >10 10 4,50 4,59 5,50 3,50 6,50 3,50 

Tbogaine (chl.) 1,50 [1,50 1,50 0,35 1,50 0,75 1,50 0,75 
V1 - Groupe de la quinoleine 

Quinine (ch1,) 2,50° [7,50 | 1,50 | 0,35 | 1,50 | 0,75 | 1,50 | 0,15 
VII- Groupe de l'isoquinoléiie 

Papavérine (chl.)© et Narcéine (chl.)i....91... Mescaline .sulf. ...>5.ceeesee renee 

Narcotine (chl.)> > 10 9,50 |>10 >I0 9,50 9 >10 8,50 

Céphéline (chl.) 5,50 PIO 5,50 1,50 4,50 2,50 6,50 0,65 

Emétine (ch).) >10 bere) 3,50 0,75 | >10 2,50 9,50 1,50 

Hylrastine (ch).) 7,50 |2,50 | 4,50 | 4,50 | 4550 3,50 | 6,50 1,50 

Berbérine (sulf.) _ 0,35 |2,50 1,50 0,35 3,50 3,50 5,50 0,35 

Isotétrandrine (acét.* 0,75. 10,35 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 

Gépharanthine (chi.)® 1,50 pI 0,35 0,075} 1,50 0,75 0,75 0,35 

Dextro-tudocurarine >2 =! = <2 = : ae 
INTERPRETATION DES RESULTATS. — 1° Si nous établissons la 


valeur comparative approximative des alecaloides les plus actifs, 
d'une part par rapport 4 un désinfectant, le phénol, d’autre part, 
par rapport au quinosol, couramment utilisé comme bactériosta- 
lique, et enfin par rapport 4 un alealoide, la quinine (en faisant 
égale 4 1 la valeur bactériostatique de chacun de ces corps), nous 
obtenons la série de coefficients d’activité suivants (tableaux V, 
VI et VII): 

L’examen de ces coefficients d’activilé montre que, parmi les 
58 alealoides étudiés, une dizaine se sont montrés, tout au moins 
‘ légard de certaines espéces bactériennes, plus actifs que le 
phénol, corps peu bactériostatique. 

_ Les alealoides étudiés ont manifesté une activité bactériostatique 
inférieure & celle du quinosol. Seuls les chlorhydrates d’apomor- 
phine et d’harmine et l’acétate d’isotétrandrine ont montré une 
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activité légerement supérieure vis-a-vis du bacille pyocyanique. 
Quelques alcaloides ont présenté une activité supérieure a celle 


TaBLEau IV (sui/e). 


VIII- Groupe du phénanthréne 
Morphine (chl.), , Codéine (phosph.) , Dionine et Héroine|.n> IO |eeeesss[---e+- elec 


Boldine (chl.) > Io > Io 1,50 I,50 2,50 
Apomorphine (chi.)> 0,075) 0,35 | 0,35 | 0,75 0,035 
1X - Groupe de la napitophénanthridine 
Chélidonine (chl.) E Sarit sack bsodea seria She OD ; 
Sanguinarine (nitr.)b 0,045 | Sr |>1 | 0,045 Jo J oI Jo 0,15 
X - Groupe de la glydxaline 
Pilocarpine (nitr.) > 10 ..----ssesrseeee 
XI - Groupe du fropolone 
Colchicine D> Ors eee ne rrcveece 
XII - Groupe de la purine 
Théophylline Dd. Qeveee sveccerer o- ‘ i 
Caféine ¢ > Io >Io T 9 9 4,50 | »Io 3,50 
Théobromine 8,50 1,50 7,50 |>IO- |>10 8,50 | +10 8,50 
XITI- Novocaine et ses sels 
Sébacate - Isobutyrate - Benzoate - Paraoxybenzoate .-.:>1O...sse6 
Phénylbutyrate |>10 |>I0 | 8,50 | 5,50 [ 7:50 | 7,50 | > 10 5,50 
XIV - Alcaloides non sériés 
Aconttine (nitr.) > Asalelie ef e (alain. Aipve 
Rotundine (chl.) oe UR tain tay ne 
Xanthofagarine > 0,20 0,035 > 0,20 
Gassaine 2,50 I,50 |>2 me 0,20 1,75 |>2 0.75 
Stovaine 8,50 4,50 3,50 5,50 3,50 3,50 5,50 0,90 ‘ 
Conessine (chl.) >4 >4 5,50 | 3,50 |>4 2,50 | 4,50 | 0,75 
Veratrine (ch}.) > Io 9 8,50 4,50 |>I0 > 10 > Io 4,50 
Bromh. des alc. totaux de 
1'Holarrhéne | 990 | >2 1,25 | 0,75 |>2  |>2 |>2 0,75 
9 SA s ERED es SNe Di Haan eee A nS Oi ghee 
ee Corps dont les doses bactériostatiques sont exprimées en base et non en sel 
Pie Ces corps étant insolubles dans le milieu de culture, ont 6té dtudiés sous forme 
de suspension en milieu solide 
{e)_ Ces corps n'ont pu étre etudiés A de plus fortes concentrations en raison de leur 
faible solubilité dans le milieu de culture 
(d)_ 


Cee corps ont été solubilisés en milieu alcalin. 


de la quinine, en particulier le nitrate de sanguinarine et le 
chlorhydrate d’apomorphine qui sont respectivement cinquante- 
cing fois et trente-trois fois plus actifs 4 ’égard de Staphylococcus 
aureus. 


2° Les résultats rassemblés dans le tableau V montrent que les 
alcaloides les plus actifs appartiennent a 5 groupes chimiques 
différents : ceux de la quinoléine (chl. de quinine), de l’isoquino- 
léine (chl. de cépharanthine, acétate d’isotétrandr:ne, sulfate de 
berbérine), du phénanthréne (chl..d’apomorphine), de Ja naphto- 
phénanthridine (nitrate de sanguinarine) ct de lindole (chl. d’ibo- 
gaine, chl. d’harmine). Rappelons que la cépharanthrine el 
Visotétrandrine sont extraits de divers Stephania (Ménisperma- 
cées), Ja berbérine de Berberis vulgaris (Berbéridacées), la 
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TabLeau V. — Activité de quelques alcaloides 
par rapport a celle du phénol. 


7) ~n 
S § 8 & 
: , Bs an 

§ > = = = 23 ‘Ss Sy 
iS S vu ~ -2 St 

Ss S oS S ~_ SS a lm) 
Ss Ps 5 pee of s~ 

ia hes is $ = ss} Ss] es 

> 3 = % a 3 & =e 28 

= o~ | & = Pe ils = | a= 

= ae) i) s a) = S 

< é 

DQ a) 


Sanguinarine ... .| 50 33 8 
Xanthofagarine .. . 35 

Apomorphine . . . .| 28 S75 aie Sola 41,6 {<5 5 35,7 
Harming pet ae |nhi Al Peel ar fetasaliond.4 725) 144R6. tosh ble 44.0 
Cépharanthine. . . .| 4,4 6,4 |46,5 a5 2,3.-|.3 3,5 
lsotétrandrine. . . .| 2,8 3,5 Tiel Les | 7,5 Oo Salet.o 8,3 
Berbérine. , = >. 6,4 0,5 ALG Ie ei 0,6 0,5 | 0,4 3,5 
Ibogaine. . .... .| 4,4 0,9 2 Pao VN ees det at 455 223 Tees 1,6 
OUPOING Umer s hats 058601 \0315:(4 Olas, 0 lato 2 Sleeties 4,6 
ohm Dim Gnu. isso ire 0,5 4 4 0,5 0,77} 0,64} 0,7 
Corynanthine . . . 0,86 4,28| 0,83} 0,64) 1,4 | 0,64] 4 


TasLeau Vl. — Activité de quelques alcaloides 
par rapport 4 celle du quinosol. 


Pseudom. 
e#ruginosa 
B. mesentericus 
B. proteus 
pneumonie 
Shigella 
dysenterie 


Staphyl. aureus 


| Eberth. typhosa 


Sanzuinarine .... 
Xanthofagarine .. . 
Apomorphine... . 
Harmine 
Cépharanthine. . . . 
lsotetrandrine.... 
Berbérine 
Ibogaine 
Quinine 


(—) 
~ 

~ 

- 


o 
no 
lor) 


aearnNnosroe 


sanguinarine du Sanguinaria canadensis (Papavéracées), l’ibogaine 
de Tabernanthe iboga (Apocynacées) et l’harmine de Peganum 
harmala [Rutacées]} (2). Cependant, dans chacun de ces groupes, 
on rencontre des alcaloides dépourvus d’activité bactériostatique 
dans les conditions iadoptées ; ainsi, dans le groupe du phénan- 


(2) Nous devons ces alcaloides & l’amabilité de M. le professeur Paris 
qui a bien voulu nous les procurer, aux dépens ‘de sa collection ; nous 
lui adressons nos remerciements. 
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Tasreau VII. — Coefficients exprimant l’activité bactériostatique 
de quelques alcaloides par rapport a celle de la quinine. 


a” ” 8 
s = a 
& oS fos ‘= 2 2 Seer 
Seo er jas es IL 8 | ees 
ss isa S 5 = bs >&§/] 83 
raat, Wake 3 = |S (Se ee 
§ a8} 8 § a 3 = s 
H x Q 
Sanguinarine . .~. .| 55 7,7 5 
Apomorphine.. . 33 24 4,2 | 0,46] 40 2 4,2 -|-21 
Xanthofagarine . . . 40 
Harmine 92.29.) 5) = 833) 46 5 ard a 5 is 40 
Cépharanthine 1.6 4,2 4,6 4 4 2 2 
Isotétrandrine. . . ae} 21 5 4,1 5 PAR AY | hay 5 
Berbérine .4.% >. :. 7 3 41 4 0,4 052150527 0,2 
TDogaine ney wisule Ve vans 4,6) 5 1 4 4 4 4 4 
Corynanthine.. . 1 0,8 0,23’) 0,4 0,6 | 0,4 0,6 


thréne, morphine, codéine, dionine et héroine n’ont manifesté 
aucune activité jusqu’é une concentration de 10 g pour 1 000 cm?. 
La boldine, pourvue également d’un noyau phénanthrénique, s’est 
montrée active, parfois 4 des concentrations de l’ordre de 1,50 
a 5,50 g pour 1 000 cm’. De méme dans le groupe des alcaloides 
de Vindole, le sulfate d’ésérine s’est montré dépourvu d’activité 
jusqu’a la concentration de 5 g p. 1000. Parmi les alcaloides 
d’ noyau isoquinoléique, les coneentrations mises en expérience 
pour certains corps (narcéine, papavérine) ont été limitées par la 
faible solubilité dans les milieux de culture ; la mescaline et la 
narcotine ont été essayées jusqu’a 5 et 10 g par litre sans résultats. 
Parmi les alcaloides a noyau non hélérocyclique, aucun corps n’a 
manifesté d’activité bactériostatique. Dans le groupe de la pyri- 
dine, seule la nicotine a montré une légére activité pour des 
concentrations variant de 6 4 12 ¢ pour 1 000 cm’. Dans le groupe 
du tropane, seule, ’hyosciamine a manifesté une activité bacté- 
riostatique qui est a peu prés de l’ordre de celle de la nicotine. 
Les alcaloides du groupe de la purine, la novocaine et ses sels 
se sont montrés trés peu actifs, ils relardent le développement 
des bactéries sans l’inhiber totalement. Du groupe du nor lupt- 
nane, nous avons étudié Ja spartéine qui n’a manifesté d’activité 
qu’a Végard de Pseudomonas aeruginosa, de B. proteus et de 
Shigella dysenteriae. La pilocarpine, seul corps a noyau glyowa- 
lique que nous ayons étudié, n’a manifesté aucune activité 
bactériostatique pour des concentrations de 10 a 20 g pour 
1 000 em? de milieu de culture. 


3° Les alcaloides pourvus de proprictés bactériostatiques ont 
présenté un certain degré de spécificité ; ainsi le chlorhydrate 
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d’apomorphine s’est montré particuliérement actif a l’égard de 
Shigella dysenteriae et de Staphylococcus aureus, le chlorhydrate 
de cépharanthine, le nitrate.de sanguinarine et la xanthofagarine 
a l’égard de B. mesentericus. Pour mettre ce fait en évidence, nous 
indiquons dans Je tableau VIII l’ordre de sensibilité décroissante 
de différentes espéces bactériennes a l’égard des alcaloides étudiés. 
Nous avons souligné le nom des espéces pour lesquelles cette 


x 


activité s’exerce a des taux inférieurs ou égaux a1 g p. | 000. 


Tasurau VIII. — Sensibilité de différentes espéces bactériennes 
(par ordre décroissant). 


Sanguinarine. . . Staphylococcus aureus, B. mesentericus. 
Shigella dysenteriz. 


Apomorphine. . . Shigella dysenteriz. 
St. aureus. 
B. proteus. 
B. pyocyanique, Colibacille, Pneumobacille. 
B. mesentericus. 


]F beveled) Vet airy ee pag Shigella dysenteriz. 
Eberthella typhosa. 
St. avreus, Colibacille, B. mesentericus, B. proleus, Pneu 
mobacille. 


Cépharapthine . . B. mesentericus. 
Shigella dysenterizv, Colibacille. 
Pneumobacille, Eberth. typhosa. 
St. aureus, B. proteus. 


Isotétrandrine . . Shigella dysenlerie. 
Colibacille, B. mesentericus, B. proteus, Eberth. typhosa et 
Pnoeumobacille. 
B. pyecyanique. 
St. aureus. 


Berbérine. . =. . Shigella dysenterizv, B. mesentericus, St. aureus. 
Colibacille. 
B. pyocyanique. 
Eberth typhosa. B. proteus. 
Pneumobacille. 


Ibogaine . .... B. meventericus. 
Shigella dysenterix, Eberth. typhosa. 
St. aurevs, B. pyocyanique, Colibacille, B. proleus et Pncu- 
mobacille. 


Quinine aes isa RB. mesentericus. 
Shigella dysenterix, Eberth, typhosa. 
B. proteus, Pneumobacille, Colibacille. 
Sé. aureus. 
B. pyocyanique. 


Xanthofagarine . . B. mesentericus. 
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QAimosol.. 2. St) aureus. 
B. mesenlericus, Shigella dysenterize. 
Eberth. typhosa. 
Colibacille. 
Pneumobacille. 
B. proteus 
B. pyocyanique. 


Paénol..... . Shigella dysenterix, B. pyocyanique, B. mesentericus. 
Eberth. typhosa. 
St. aureus. 
Colibacille, B. proteus, Pneumobacille. 


On peut noler que Shigella dysenteriae et B. mesenlericus se 
sont généralement montrés les plus sensibles, comme ils le furent 
@ailleurs a Végard du quinosol. Le nitrate de sanguinarine, le 
sulfate de berbérine et le chlorhydrate d’apomorphine sont les 
seuls gui alent manifesté une activité particuliére vis-a-vis de 
Staphylococcus aureus. Le bacille pyocyanique, qui est connu par 
sa faible sensibilité aux substances antibiotiques, parait également 
peu sensible a l’action des alcaloides. Le phénol, par contre, s’est 
montré peu spécifique pu:sque les concentrations inhibitrices n’ont 
varié que de 1,25 4 2,25 g pour 1 000 cm*; les germes les plus 
sensibles 4 son action ont été B. mesentericus et Shigella dysen- 
teriae. Le bacille pyocyanique s'est montré aussi sensible que ces 
deux germes A l’action du phénol. 


° Il faut noter que les corps étudiés ont entrainé une augmen- 
tation parfois importante de la phase de latence. ‘Certaines 
concentrations ont retardé le départ des cultures jusqu’a la v:ngt- 
quatrieme heure ou méme jusqu’da la quarante-huitiéme heure, 
Aussi avons-nous adopté, pour déterminer les doses bactériosta- 
liques, une durée d’observation de trois jours, temps aprés lequel 
nous avons tres rarement observé un début de culture. 


) 

° J] est apparu que certaines substances alcaloidiques peuvent, 
aux concentrations utilisées en thérapeutique sous forme de 
solutés injectables, sans ¢étre bactéricides, exercer une. certaine 
activité bactériostatique 4 Végard des bactéries susceptibles de les 
polluer. Celte bactériostase peut étre la source d’erreur, lorsqu’on 
recherche |’état aseptique de tels solutés alcaloidiques selon les 
indications prescrites par Ja Pharmacopée [419]. 


Il. — Recuercue dE L’ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE 
A LkcARD bE Mycobacterium tuberculosis (Souci BREVANNEs). 


La méthode des dilutions en séries a été ulilisée pour les essais. 
Le milicu de culture était le milieu de Sauton additionné extem- 
poranément de sérum de cheval’ (1/25) [84]. Les essais étaient 
cffectués dans des tubes’ 4 essai de 20 mm x 20 cm contenant 
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10 cm® de milieu de culture additionné de concentrations variables 
du produit a l’étude; chacun des tubes était ensemencé avec 
0,20 cm* d’une culture de bacille de Koch (souche Brévannes) 
en milieu Sauton-sérum a +37° C, agée de 3 semaines, et mis 
a incuber A l’étuve en position inclinée. 

Les doses bactériostatiques indiquées dans le tableau IX sont 
exprimées en grammes d’alcaloide pour 1000 cm* de milieu de 
culture, elles représentent la moyenne entre la plus forte concen- 
tration qui n’a pas empéché le développement de Mycobacterium 
tuberculosis et la plus faible concentration qui a inhibé le dévelop- 
pement pendant six semaines ; au dela de ce délai, nous n’avons 
jamais observé de culture tardive. Nous indiquons également la 
concentration bactériostatique de la thiosemicarbazone de l’acéta- 
m:nobenzaldéhyde ou Tb 1 pris comme terme de comparaison. 


Tableau IX. — Activité bactériostatique de quelques alcaloides 
a Végard de Mycobacterium tuberculosis (souche Bréyannes). 


Milieu Sauton-sérum. 
SUBSTANCE TEMOIN GRAMMES POouR 1 000 cw 


0,035 4/28 500 


Harmine (chl.) : 4/40 000 
Alcaloides totaux de l’holarrhéne (bromh.). 4/43 300 
Apomorphine (chl.) 
Berbérine (sulfate) 4/6 600 
lsotétrandrine (acétate) 5 
pe ete feet) ‘ 1/3 300 
orynanthine (chl. ; 
Emetine (chi), : Pon aya. tie 1/2 850 
Conessine (brombh.) 5 ; 
Strychnine (chl.) 1/800 
Xanthofagarine 0 
Cocaine (chl.) 


Seule Vharmine s’est montrée douée d’une activité bactériosta- 
tique notable. Aussi nous a-t-il semblé intéressant d’étudier son, 
activité in vivo dans la tuberculose expérimentale du cobaye. Les 
résultats détaillés de ces essais ont été exposés [20]. Notons 
simplement ici que les résultats des essais in vivo n’ont pas 
confirmé ceux de l’essai in vitro. La toxicité du chlorhydrate 
@harmine semble au contraire avoir accéléré Vévolution de 
infection aux doses mises en expériences. 


III. —- Recuercue DE L’ACTIVITE BACTERICIDE. 


L’existence d’une éventuelle Action bactéricide a été recherchée 
pour quelques alealoides. La technique adoptée fut celle des 


ey 
at 
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dilutions en milieux liquides. Dans une série de tubes a essai, 
furent introduites des doses décroissantes de solutions alcaloi- 
diques sous un volume constant de 5 cm’. Dans chaque tube 
était ajoutée une quantité fixe de la suspension microbienne en 
essai de titre connu, et iaprés des temps de contact de quinze et 
de trente minutes, nous avons prélevé 0,10 cm? de chaque dilution 
qui fut transportée dans une série de tubes a essai renfermant 
5 em* de bouillon de subculture. Dans le cas des alcaloides 
a l’étude, nous avons pu établir que la dose d’alcaloide ainsi 
transportée dans la subculture en méme temps que les germes 
est fort voisine de celle qui réalise une concentration bacté- 
riostatique ou méme qu’elle la dépasse. La subculture se trouve 
done inhibée, bien que les germes présents puissent étre encore 
vivants aprés Vaction limitée de l’alcaloide. Cet écueil est connu 
de tous les bactériologistes qui pratiquent l’essai in vitro des 
substances antiseptiques [18] et diverses méthodes ont été propo- 
sées pour tenter d’y remédier (dilution du prélévement, neutrali- 
sation chimique, centrifugation et lavages des germes traités, 
addition ultérieure de germes vivants, utilisation des techniques 
des porte-germes). L’activité bactéricide de Valcaloide, lorsqu’elle 
& pu étre déterminée sans cause d’erreur, s’est montrée trop faible 
pour justifier la poursuite de ces recherches. 

Notons a titre d’exemple que le sulfate de berbérine en solution 
saturée n’a manifesté aucune action sur Staphylococcus aureus, 
pas plus que le chlorhydrate d’harmine en solution a 1 p. 100 
aprés trente minutes de contact. La xanthofagar:ne en solution 
saturée était totalement inactive sur Esch. coli et B. mesentericus 
en trente minutes (par contre, Sf. aureus a été tué par la méme 
solution dans ce méme temps). 


IV. — RECHERCHE D'UNE EVENTUELLE ACTION STIMULANTE 
DE QUELQUES ALCALOiDES sur Staphylococcus aureus. 


Les substances alcaloid:ques n’exercent-elles pas, a cerlaines 
concentrations, a l'image de nombreuses substances physiolo- 
giquement actives, une action stimulante sur la croissance des 
cultures bactériennes ? Pour répondre a cette question, nous 
avons établi les courbes de multiplication microbienne dans un 
milieu liquide relativement pauvre renfermant des doses décrois- 
santes d’alcaloides reconnus bactériostatiques ou d’usage cou- 
rant, en suivant la progression de l’opacité des cultures a l’élec- 
trophotométre de Meunier. Les concentrations alcaloidiques 
mises en expérience s’échelonnaicnt depuis: les concentrations 
inhibitrices précédemment déterminées jusqu’aux doses infinité- 
simales de ordre de 1/1 000 de we pour 1 000 cm* de mileu. 

Le milicu utilisé était le milieu a Phydrolysat de caséine dont 
nous avons indiqué la composition ci-dessus. Les cultures ont été 
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faites dans des fioles permettant d’effectuer la lecture au photo- 
metre sans transvasements réitérés. La ~ suspension bactérienne 
était préparée au moment de l’essai, a partir d’une culture de 
Sl. aureus (souche +) agée de 24 heures et cultivée a + 387° C 
sur gélose inclinée. L’ensemencement initial de 10 000 000 de 
cocci par centimetre cube, jusqu’alors adopté, dut étre aban- 
donné, Vopacité du milieu dépassant trop vite la zone de sensi- 
bilité de l’électrophotométre ; aprés des essais d'orientation, 
nous nous somines arrétées finalement a la concentration de 
500 000 germes par centimétre cube, nombre qui nous a permis 
de suivre facilement les différentes. phases de la culture. 

Les solutions d’alcaloides étaient préparées en eau distillée 
stérile. Dans une série de fioles d’Erlenmeyer a réservoir latéral, 
préalablement stérilisées, nous répartissions aseptiquement : 


Milieu de culture & l’hydrolysat de caséine (a 


double concentration) - . 2.0. 2.02... 40 cm? 
Suspension wicrobienne (50 000 000 germes/cm*) . 0,20 
Solution; alcalordem..pees ce sees enon ein eee Quantilés décroissantes. 
Eau distillée. . ... Be Fei 1s ar OL. Sra AON CDS 


Le contenu de chaque fiole était étalonné a l’électrophotométre 
et les fioles placées & létuve a 87° C. Toutes les deux ou trois 
heures, une lecture néphélémétrique était effectuée. 

Nous avons étudié ainsi l’influence sur le développement 
du Staphylocoque des substances suivanles aux concentrations 
ci-dessous indiquées : 


Cocainen(chW) <a. De 10g a1 X10~* g pour 1 000 cm? 
Harmines(ehl, tens... De 0,30 g a4 X 10>" g pour 1 000 cm* 
Morphine (chl.) .... DeSga1X10°"g pour 1 000 cm? 
Xanthofagarine (base) . De 5X 107841 410~" g pour 1 000 cms 
Berbérine (sulf.) .... De1x107*a1X410~" g pour 4 000 cm? 
Emétine (chl.) ... .. . De 3X 1071814 X%40~-" g pour 1 000 cm? 
Quinine (chl.) ..... Dei xX410°>*8 14 X 405" g pour 1 000 cm? 
Strychnine (sulf.) ... De2x40-°&84X10-"g pour4 000 cm? 
Caferne ayo. pews een tee De1gaiX10~7 g pour 1 000 cm’ 


Atropine (sulf.) .... De1xX40-°a 4X 10~* g pour 4 00) cm’ 
Cépharanthine (chl.). . De 2x 40°*a2 x 107° g pour 4 000 cm? 


En diminuant progressivement les concentrations des sub- 
stances alealoidiques, nous obtenions un développement un peu 
mois intense que celui de la culture témoin, mais nous n’avons 
jamais observé la stimulation de la culture recherchée. Les doses 
infinitésimales mises en jeu n’agissaient plus aucunement sur 
les germes ; 4 des concentrations de l’ordre de 1/1000 de ug 
pour 1000 cm*, les alcaloides n’ont favorisé en aucune facon le 
développement du Staphylocoque. 

Nolre recherche d’une éventuelle action stimulante exercée par 
les alcaloides sur les bactéries s’est montrée négative dans les 
conditions adoptées. Aucun des produits que nous avons essayés, 
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agissant a de irés petites doses, n’a permis d’obtenir un dévelop- 
pement accéléré de Staphylococcus aureus dans les conditions de 
essai. 


V. — ReMaROQUES SUR QUELQUES VARIATIONS MORPHOLOGIQUES 
DES BACTERIES CULTIVEES EN PRESENCE DE SUBSTANCES ALCALOIDIQUES. 

Au cours des essais précédemment décrils, nous avons eu l’occa- 
sion d’observer certaines modifications dans la morphologic des 
bactéries cultivées en présence de substances alcaloidiques. De 
telles modifications ont déja été signalées, dés longtemps, pour des 
bacléries soumises a l’action de diverses substances antiseptiques 
(Guignard et Charrin [412], Peju et Rajat [80] et plus récemment 

A. Desvignes [9)). 

Elles ont été retrouvées avec les substances antibiotiques 
(S. A. Waksman [89], A. D. Gardner [44], R. Tulasne et ses colla- 
borateurs [87], A. J. Shanahan et I’. W. Tanner [84], L. Dienes [40], 
C. Levaditi et ses collaborateurs [22], M. Welsh ct ses collabora- 
teurs |40}). V. Soituz [83] a signalé certaines modifications morpho- 
logiques de bactéries soumises a l’action de différents alcaloides. 

Pour notre part, nous avons recherché l’existence de modifica- 

tions morphologiques de 5 espéces bactériennes cultivées en pré- 
sence de doses subbactériostatiques des alcaloides a Vétude et. 
colorées par la technique de Gram (Staphylococcus aureus +, 
Pseudomonas aeruginosa 1, Escherichia coli Samet, Bacillus 
mesentericus vulgatus 100, Bacillus proteus X 19). Nous n’avons 
observé que des modifications assez discrétes rappelant celles qui 
sont observables en présence de substances ant:biotiques et se tra- 
duisant par l’apparition de formes géantes et de condensations 
protoplasmiques. 
‘Le Staphylocoque est peu influencé, tout au plus avons-nous 
noté l’apparition de quelques cocci plus volumineux que les coce: 
non traités, en particulier en présence de scurocaine, de sulfate 
d’hyosciamine, de chl. d’harmine. Par contre, avec Bacillus mesen- 
fericus nous avons pu observer l’apparition & peu prés constante 
de formes filamenteuses plus ou moins longues et enchevétrées 
extrémement différentes du type normal. Avec les autres espéces 
hactériennes, les modifications, parfois nettles, ont toujours été 
beaucoup moins accusées. 


CONCLUSION. 


La recherche de l’activilé bactériostatique de 58 substances alca- 
loidiques, parmi lesquelles figurent des dérivés récemment isolés, 
nous a permis de constater que si Ja plupart d’entre elles ne sont 
pas ou sont peu actives sur les bactéries mises en expéricnce, 
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quelques-unes possédent une cerlaine activité bactériostalique. 
‘a savoir : les chlorhydrates d’apomorphine, d’harmine, de cépha- 
ranthine, d’ibogaine et de quinine, le nitrate de sanguinarine, 
Vacétate d’isotétrandrine, la xanthofagarine et le sulfate de ber- . 
bérine. Cetle action se manifeste notamment par une prolongation 
accusée de la phase de latence. 

La recherche d’une éventuelle action stimulante des alcaloides 
sur le développement d’une culture de Staphylococcus aureus s’es| 
montrée négative, méme pour les dilutions de l’ordre de 1x 10~"* 2 
par litre. 
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LE GLYCOGENE INTRALEUCOCYTAIRE 
ET SES VARIATIONS 
AU COURS DE LA PHAGOCYTOSE 


par Suzanne BAZIN, Acsert DELAUNAY et Craupg AVICE (°). 


(C. N. R. S., Institut Pasteur, annexe de Garches. 
Faculté de Pharmacie, Laboratoire de Microbiologie.) 


INTRODUCTION. 


La multiplication des recherches biochimiques dans le domaine 
de la physiologie a révélé importance du role des polyosides 
dans Ja production de nombreux phénoménes : ainsi, ¢’est un 
polyholoside, le glycogéne, qui représente, dans l’organisme, |’une 
des principales sources énergétiques, ultilisée en particulier pour 
la contraction musculaire. 

Les études cytologiques ont montré, de leur cdoté, que le glyco- 
gene est abondant dans les cellules hépatiques et musculaires. 
On observe également sa présence dans des cellules d’origines 
diverses : épithéliums, cellules embryonnaires, cellules néopla- 
siques, elc. Enfin, on sait depuis longtemps que cette substance 
existe dans les leucocytes de la moelle, du sang, des exsudats et 
du pus {40}. 

Parmi les leucocytes de la moelle, les myéloblastes sont dépour- 
vus de glycogéne ; les myélocytes, au contraire, en contiennent 
une certaine quantité qui augmente avec la maturation des celiules 
jusqu’a la formation des polynucléaires adultes (M. Wachstein {42}, 
R. Wagner [44)). } 

Dans le sang, lymphocytes, monocytes, mononucléaires ne 
renferment pas de glycogéne [6]; ce dernier est localisé dans les 
polynucléaires, & un taux variable selon les espéces animales et 
selon les individus d’un méme lot, mais toujours assez faible 
(R. Wagner (43), R. Robineaux, S. Bazin et A. Delaunay {9)). 

Dans les exsudats et le pus, enfin, les granulocytes sont chargés 
de glycogéne, avec une abondance quia frappé depuis longtemps 
lous les observateurs. De tels faits mettent en évidence d’impor- 
lantes variations dans la teneur des leucocytes en glycogéne. Mais 
quelle est la signification de ces variations? On ne le sait pas 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juillet 1953. 
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encore. En particulier, on ignore pourquoi le leucocyte inflam- 
matoire est si riche en glycogene. Cette constatalion a cependant 
conduit & deux hypothéses : 

1° Cette glycogénése, accrue au moment ow les leucocytes 
quittent le courant sanguin par diapédése et se rassemblent dans 
les exsudats, serait le signe d’une dégénérescence, analogue Aa la 
dégénérescence amyloide. Cette opinion, soutenue par les anciens 


auteurs, interpréte la présence simultanée, dans les pus, d’une 


forte quantité de glycogene et d’une importante proportion de 
leucocytes altérés, en voie de lyse, comme deux phénomenes 1:és 
a la sénescence des cellules. 

2° Pourtant, compte tenu de la rapidité de Ja production de cette 
réserve glycogénique, on éprouve quelque peine A admettre qu’on 
se trouve en présence d’un processus dégénératif. Ne s’agirait-il 
pas plutot d’une activité cellulaire augmentée ? Effectivement cette 
hypothése a déja été émise par P. Ehrlich [4], puis par J. de 


Haan [7]. R. Willstatter et M. Rohdewald (47} ont également 


soutenu une opinion analogue; d’aprés ces auteurs, qui ont 
étudié Ja formation d’acide: lactique par les leucocytes, les 
diastases leucocytaires sont capables d’effectuer Jes mémes dégra- 
dations glucidiques que les diastases musculaires. 

En faveur de cette hypothése, d'autres argumenls ont ¢té 
fournis par les expériences de W. Fleischmann [5]: des leuco- 
cytes d’exsudats de lapin, soumis 4 l’anaérobiose par action de 
Vacide cyanhydrique, présentent des mouvements amiboides et 
un pouvoir phagocytaire normaux. Ici, le métabolisme glyco- 
lytique est cependant seul 4 assurer les dépenses énergétiques de 
la cellule. 

A notre avis, le glycogéne pourrait jouer, pour l’activité leuco- 
cytaire, le méme role que pour l’activité musculaire. Mais si le 
glycogéne accumulé dans les cellules inflammatoires est bien la 
principale source éner gétique dont disposent ces cellules, on doit 
pouvoir constater une importante diminution de cetle réserve 
glucidique lorsque les leucocytes sont en activité, c’est-a-dire 
lorsqu’ils exercent leur pouvoir. phagocytaire. Pour vérifier cette 
hypothése, nous avons entrepris les expériences suivantes 
1° détermination du taux de glycogéne dans un lot de polynu- 
cléaires inflammatoires ; 2° mise en présence de ces polynucléaires 
d’un germe phagocytable ; 3° détermination du taux de glyco- 
géne, chez ces mémes cellules, apres la phagocytose. 


Trcunigue. — Pour nos expériences, nous avons éludié spécia- 
lement la phagocytose de trois germes différents : Staphylococcus 
albus, Bacillus anthracis, Eberthella typhi, par des polynucléaires 
inflammatoires de cobaye. 

Nous avons choisi ces trois espéces hactériennes en raison de 
leurs différences morphologiques et tinctor:ales, et surtout parce 
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qu’elles se distinguent par leur aptitude a étre phagocyteées ° 
Staphylococcus albus et Bacillus anthracis sont aisément phago- 
cytables, alors que Eberthella typhi, de souche smooth, Vest 
beaucoup moins. 

Les phagocytes utilisés étaient des polynucléaires de cobaye 
provenant d’exsudats péritonéaux aseptiques, obtenus par notre 
technique habituelle [2]. Ce procédé permet d’obtenir des cellules 
faciles A manier et en bon état de conservation. Pour l'étude que 
nous poursuivions, ces cellules inflammatoires riches en glyco- 
géne nous ont paru particuliérement indiquées. 

Les exsudats ont été centrifugés’a faible vitesse, et le culot 
leucocytaire obtenu a été remis en suspension dans du sérum frais 
de cobaye au 1/2, a une concentration voisine de 20 000 cellules 
au millimétre cube, concentration déterminée par une numération 
aprés dilution. 

Cette suspension de leucocytes a été répartic, sous le volume 
de 1 ml, dans 4 tubes : 

1° Au tube n° 1, nous avons ajouté immédiatement 2 ml de 
potasse 4 30 p. 100 et nous avons continué les opérations néces- 
saires au dosage du glycogéne ; 

2° Au tube n° 2, nous avons ajouté 1 ml de soluté isotonique 
de chlorure de sodium ; 

3° Aux tubes n° 3 et 4, nous avons ajouté 1 ml d’une suspen- 
sion hactérienne titrée, en eau physiologique, provenant de 
cultures sur gélose de vingt-quatre heures. * 

Les tubes n° 2, 8 et 4 ont été mis a l’étuve a 37°, et retirés 
aprés trente minutes. Les tubes n°* 2 et 3 (cellules n’ayant pas 
ou ayant phagocyté) ont recu la potasse, puis ont été traités 
pour le dosage du glycogéne. ‘Le tube n° 4 a été utilisé pour faire 
des frottis sur lames qui devaient nous permettre d’apprécier 
intensité de la phagocytose. ; 

L’isolement et la purification du glycogéne ont été pratiqués 
selon la technique de E. Pfluger [8] modifiée par R. Wagner [43] 
pour les petites quantités de glycogéne ; ces opérations com- 
portent : une hydrolyse d’une heure en présence de potasse 
i 30 p. 100, une précipitation par Palcool a 70°, puis deux redis- 
solutions successives dans l’eau bidistillée a chaud, suivies de 
nouvelles précipitations alcooliques. Les particules ténues de 
glycogéne se forment lentement; aussi chaque précipitation 
a-t-elle due étre poursuivie pendant un séjour d’au moins douze 
heures a 4°. 

Le précipité de glycogéne, rassemblé par centrifugation, a été 
ensuite dissous dans lacide sulfurique N/2, et soumis a une 
hydrolyse de trois heures. Le glucose formé a été alors dosé par 
la-technique de M. Somogyi [44] sur une partie de Vhydrolysat, 
préalablement neutralisé en présence de rouge de phénol. ‘Les 
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résultats, exprimés en wg de glucose, ont été rapportés a 
| 000 000 de leucocytes. 

Pour ce dosage, deux vérifications ont été effectuées : 

1° Les hydrolysats, sur lesquels se font les titrages de glucose, 
mis en fermentation par la levure, ont perdu plus de 95 p. 100 
de leurs substances réductrices. La réduction, par ces hydrolysats, 
du sel de cuivre contenu dans le réactif de Somogyi est done bien 
due au glucose provenant du glycogéne initial, et non a des 
substances réductrices d’autre origine. 

2° Les suspensions’ bactériennes, aux concentrations ow elles 
ont été ajoutées aux leucocytes, n’ont pas fourni de substances 
réductrices dosables. Les titrages de glucose, effectués sur 
hydrolysat provenant du tube n° 8, ayant contenu leucocytes et 
bactéries, ont done donné des résultats correspondant au glyco- 
gene leucocytaire seul. 

L’estimation du pouvoir phagocytaire des leucocytes a été 
pratiquée par l’examen des frottis colorés au bleu de méthyléne, 
en établissant le pourcentage de cellules ayant phagocyté. Dans 
certains cas, les résultats ont été précisés par la détermination 
d’un index phagocytaire, c’est-a-dire du nombre moyen de germes 
phagocytés par une cellule (moyenne établie sur 1 000 cellules). 


R&SULTATS. 


1° TENEUR DES LEUCOCYTES D’EXSUDATS EN GLYCOGENE. — ‘Le taux 
du glycogéne intraleucocytaire des cellules inflammatoires a été 
trouvé assez élevé : 12 a 18 wg, en moyenne, pour 1 000 000 de 
leucocytes. Ce résultat confirme nos précédentes recherches sur 
la surcharge glycogénique des leucocytes d’exsudat, par rapport 
aux leucocytes du sang circulant [9]. 

Mais cette teneur glycogénique varie assez largement d’un 
animal a l’autre. Sans doute doit-on tenir compte de |’influence 
des saisons, du régime alimentaire, de |’état nutritionnel et hor- 
monal des animaux, etc. [4]. Cependant, pour nos expériences, 
réalisées in vitro, ces différences individuelles interviennent peu, 
puisque nous comparons les leucocytes d’un méme animal, les 
uns au repos, les autres en activité, tous deux appartenant au 


méme prélévement. 


2° STABILITE DU GLYCOGENE INTRALEUCOCYTAIRE. — Dans nos 
leucocytes en bon état de conservation, la teneur en glycogéne 
na pas varié entre le moment de l’extraction des cellules et la 
fin du séjour a l’étuve (en milieu sérique stérile : taux de glyco- 
géne identique dans les tubes n°* 1 et 2). 

Pour les leucocytes inflammatoires, contrairement 4 ce qu’on 
observe pour les fragments d’organes, tels que le foie, l’extrac- 
tion de Vorganisme n’entraine pas une glycogénolyse rapide, 
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1 
’ condition que les cellules soient maintenues dans un milicu 
physiologique convenable [4]. Cette stabilité du glycogéne intra- 
leucocytaire permet done une étude du métabolisme de ce polyoside 
dans des ccllules en travail in vitro. 


3° MopIrIcATIONS DE LA TENEUR GLYCOGENIQUE DES LEUCOCYTES 
PAR LA PHAGOCYTOSE DE BACTERIES. — a) Staphylococcus albus : 
Les suspensions bactériennes contenaient 800 000 000 de germes 
au millilitre. Les résultats des différents essais sont rapportés 
dans le tableau I. 


TaBLeAu I 
Glycogene en Hg rapporté A % de glycogéne Importance de 
I million de leucocytes utilisé la phagocytose 
avant =~ ~~SCConscumé pendant 
UAE SCY SEBS: spaces ioe? la phagocytose 
II,s ‘Io I,3 II,5 96 ¢ 
II,3 r0 I,3 II,5 7 £ 
13,1 10,9 2,2 17 o7 ¢ 
13,5 12,2 Iss 8,9 71 ¢ 
13,5 II 2,5 20 _ 80 % 
13,6 II 2,6 19,1 92 ¢ 
I3,9 II,6 2,3 I5,I 75 % 
i4 I2 b:} I4,6 65 Zz 
14 I0 4 28,5 73 & 
16,7 II,6 5,1 30,5 94 4 
18,5 I5,6 2,9 16,8 78 4 
19,1 II 8,1 42,3 96 % 
19,4 16,3 3,1 Ié 71 ¢ 
20 15,5 4,8 27,5 oI ¢ 
21,5 20 1,5 7 8I ¢ 
23,6 19,4 4,2 I7,8 7 ¢ 
28 25,4 2,6 9,4 62 4 
29,8 29,5 0,3 1,2 68 ¢ 
32,4 10,9 aI,5 66,5 98 £ 
32,5 21,4 byes RY 58 ¢ 
Moyennes 3 
9 14,8 4,2 20,8 824 
(fm 46,9) (= 45,5) (T= + 2,5) 


a gS 

L’examen de ce tableau fait ressortir une nette ‘diminution du 
glycogéne intracellulaire chez les leucocytes ayant phagocyté des 
staphylocoques. 
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Parmi les différents essais effectués, si l’on compare les phago- 
cyltoses les plus fortes (> 75 p. 100) aux phagocytoses les plus 
faibles (< 75 p. 100), on obtient les moyennes suivantes : 


PHAGOCYTOSE | PHAGOCYTOSE 
> 75 p. 100 < 75 p. 100 


Glycogéne rapporté & 1 000 000 de leucocytes. 


Avant phagocytose 


On constate donc que la phagocytose la plus intense a pro- 
voqué une glycogénolyse plus forte. 

b) Bacillus anthracis: Les suspensions bactériennes conte- 
naient 700 000 000 de germes au millilitre. 

Les résultats sont rapportés dans le tableau II. 


TABLEAU II, 


GLYCOGENE EN uG 
rapporté a 1 000 000 de leucocytes 


Consowmé 
pendant 
la phagocytose 


GLYCOGENE 
IMPORTANCE 
de la phagocytose 


Avant Aprés 
phagocytose phagocytose 


13 

43,7 
13,6 
41,2 
12,4 
10,5 


Moyennes. |12,4 (== 1,18)| 9,7 o 


’ L’examen de ce tableau montre que la phagocytose de bacté- 
ridies charbonneuses, comme celle de staphylocoques, s’accom- 
pagne d’une glycogénolyse intraleucocytaire. 

c) Eberthella typhi, de souche smooth : Les suspensions conte- 
naient 1 000 000 000 de germes au millilitre. 

Les résultats sont rapportés dans le tableau III. 

Pour cette bactérie, la phagocytose a été faible et la glyco- 
génolyse a été également peu marquée. 
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TaBieEau III. 


GLYCOGENE EN UG 
rapporté a 1 000 000 de leucocytes 


p. 100 
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CONCLUSIONS DE CES ESSAIS. 


L’ensemble de ces essais montre que, indépendamment de la 
nature de la bactérie mise en expérience, la phagocytose entraine 
une glycogénolyse intraleucocytaire. 

Lorsque la phagocytose est importante (cas du staphylocoque 
et de la bactéridie charbonneuse) la chute du taux du glycogéne 
leucocytaire est forte. 

Lorsque la phagocytose est faible (cas du bacille typhique 
smooth) la quantité de glycogéne disparu pendant la phagocytose 
est également petite. 

I] ressort done de ces expériences que |’importance de la glyco- 
génolyse leucocytaire parait en rapport avec l’intensité de la 
phagocytose. 


Discussion. 


Cette constatation, qui découle normalement de l’examen des 
moyennes obtenues dans les différents groupes d’expériences, 
ne se vérifie cependant pas réguliérement pour chacun des essais 
pris séparément. Ceci tient, a notre avis, aux imprécisions inévi- 
tables dans ce genre d’essais : 1° le dosage du glycngéne, qui 
comporte de nombreuses manipulations, est finalement rapporté 
a 1000 000 de leucocytes ; or, la quantité de cellules, contenues 
dans la prise d’essai, ne peut étre évaluée que par une numéra- 
-uon dont la précision, dans les meilleures conditions, ne peut 
excéder 10 p. 100 ; 2° l’appréciation de |’importance de la phago- 
cytose n’est qu’approximative ; ni le pourcentage de cellules 
ayant phagocyté, ni Vindex phagocytaire ne peuvent rendre 
comple exactement du phénoméne ; celui-ci comporte en effet, 


a 
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non seulement l’englobement des bactéries, mais encore les mou- 
vements pseudopodiques qui précédent et accompagnent cette 
ingestion et la digestion intracellulaire des germes, souvent 
précoce. 

En raison de ces différences observées dans les résultats indi- 
viduels, nous avons appliqué les calculs statistiques aux quan- 
tités de glycogéne trouvées avant et aprés phagocytose. L’erreur 
standard o, souvent assez élevée par suite des variations d’un 
animal a |’autre, est parfois un peu plus grande aprés la phago- 
cytose, ce qul ‘correspond 4 une utilisation irréguliére de la 
réserve glycogénique selon les lots de leucocytes. Les rapports 
critiques établis entre les séries de résultats obtenus avant et 
aprés phagocytose sont respectivement : 2,05 pour le staphylo- 
coque, 3,3 pour la bactéridie charbonneuse, 2,22 pour le bacille 
typhique. Pour les nombres d’essais effectués, ces valeurs 
montrent que les différences observées entre les taux de glyco- 
gene chez les leucocytes ayant ou non phagocyté sont statisti- 
quement significatives. 

Malgré la constante diminution du glycogéne intraleucocytaire 
observée dans tous les essais, nous avons cherché a préciser nos 
résultats par un type d’expérience particulicrement démonstratif. 
Pour cela, nous avons mis au contact de leucocytes d’un méme 
prélévement : 1° une suspension de bacilles typhiques smooth ; 
2° la méme suspension de bacilles en présence d’un immunsérum 
riche en anticorps O (1); 3° Vimmunsérum, sans suspension 
bactérienne. Aprés un séjour de trente minutes 4 37°, nous avons 
dosé le glycogéne dans ces différents groupes de leucocytes. (La 
présence d’anticorps O, comme on le sait, rend trés active la 
phagocytose des bacilles typhiques smooth [8]). Les moyennes, 
portant sur 6 essais, sont rapportées dans le tableau IV. 

Ces essais montrent que: 1° pour une phagocytose faible, en 
Vabsence d’immunsérum, la glycogénolyse est faible, et 2° pour 
une phagocytose forte, en présence d’immunsérum, la glyco- 
eénolyse est importante. 

Cette différence dans la consommation du glycogéne ne peut 
étre due qu’A la différence d’intensité de la phagocytose. En 
effet, dans les deux cas (absence ou présence d’immunsérum), 
le nombre de germes présents a été identique ; on ne peut donc 
attribuer l’augmentation de la glycogénolyse ni au contact entre 
bactéries et leucocytes, ni aux diastases bactériennes ayant pu 
diffuser dans le milieu. De méme, la présence d’anticorps O n’a 
pas modifié le métabolisme glycogénique des leucocytes, car les 
leucocytes mis au contact de |’immunsérum ont fourni la méme 


(1) Nous remercions vivement M. le D? Le Minor qui nous a aima- 
blement fourni la souche d’Eberthella typhi et l’immunsérum corres- 
pondant. 
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TaBLeAu IV. 


IMPORTANCE 


GLYCOGENE EN u.G 3 de la 
rapportés a 1 000 000 de leueocytes 2) phagocytose 
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Sans immunsérum.|12,3 (o =-+ 2,3)| 11,5 (c =+ 2,4) |0,8 (c=+0,28)| 6,9 29 4,84 
Avec immunsérum.}12,3 (¢ = 3,2) 9,5 (o=—+2,8)/2,7 (o =+£0,5) | 28,7 83 13,6 


quantité de glycogéne que les leucocytes témoins maintenus dans 
du sérum normal. 

Ces résultats confirment trés nettement nos précédentes conclu- 
sions: 1° la phagocytose s’accompagne d’une glycogénolyse 
intraleucocytaire ; 2° la consommation de glycogéne est d’autant 
plus forte que la phagocytose est plus importante. 

Ces faits montrent done que le glycogéne est une source éner- 
gétique utilisée par les polynucléaires dans leur activité phago- 
cytaire. Il est évident que d’autres réactions chimiques, capables 
de fournir |’énergie nécessaire A cette activité, peuvent exister 
également au sein du cytoplasme. Nos résultats indiquent seu- 
lement que la mobilité leucocytaire aboutissant 4 l’englobement 
des germes tire, au moins en partie, son énergie du métabolisme 
glucidique. Les recherches poursuivies par R. Wagner [45, 46] 
montrent que ce métabolisme comporte des réactions diastasiques 
analogues a celles rencontrées dans le foie et le muscle. Il 
semble donc possible d’admettre que le cytoplasme, qu’il appar- 
tienne 4 des cellules mobiles, comme les. leucocytes, ou haute- 
ment différenciées comme celles des fibres musculaires, met en 
jeu les mémes réactions chimiques, comme sources de l’énergie 
nécessaire a J activité physiologique caractéristique de ces 
cellules. 


RésuUME. 


Nos expériences confirment nos précédents résultats en ce qui 
concerne : 

1° Les variations individuelles du taux du glycogéne intra- 
cellulaire dans les leucocytes inflammatoires de cobaye ; 

2° La stabilité du glycogéne intraleucocytaire dans des cellules 
inflammatoires conservées en milieu sérique stérile. 
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Le dosage du glycogéne des polynucléaires, avant et aprés 
phagocytose in vitro, montre que : 

1° Le glycogéne intraleucocytaire diminue au cours de !a 
phagocytose de germes variés ; 

2° Cette consommation de glycogéne est d’autant plus ¢levée 
que la phagocytose est plus intense. 
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LES HEMAGGLUTINOGENES ET LES HEMAGGLUTININES 
DU SANG DES REPTILES 


ll. — MISE EN EVIDENCE SUR LES GLOBULES ROUGES 
DE CERTAINS ANIMAUX DE NOUVEAUX ANTIGENES HETEROPHILES 
A L’AIDE DU SERUM DE V/PERA ASPIS 


par A. EYQUEM et J. FINE (’). 


(Institut Pasteur, 
Laboratoire d’Hématologie et des Groupes sanguins. 
Service R. Dusarric bE La RiviERe.) 


Nous avons signalé dans une communication précédente [4] 
que le sérum de Vipera aspis possédait des hétéro-agglutinines 
actives vis-a-vis des globules de chevaux, de mulets, d?anes et 
vis-a-vis des globules” rouges de certains beeufs. 

Poursuivant nos études, nous avons tenté d’individualiser les 
agelutinogénes responsables de cette agglutination, d’examiner 
leur communauté antigénique ou, au contraire, leur étroite spéci- 
ficité. 

Dans ce but, nous avons réalisé des absorptions systématiques 
de sérum de vipére pour obtenir des fractions absorbées par des 
globules rouges de Jument, de Mulet, d’Ane, ou de Beeufs de la 
catégorie agglutinable. Nous avons ensuite ¢tudié la présence ou 
Vabsence des hétéro-agglutinines dans chaque fraction absorbée 
en recherchant |’ agglutination ou la non-agglutination des globules 
rouges de 17 juments’(JM,, JM,, .JM,..., JM,,), des globules 
reuges de 17 mulets (1 B, 2.B..., 17 B), ‘nés respectivement des 
juments et indiqués par les numéros correspondants A ceux de 
leur mére (1 B né de JM,, 2B né de JM,), des globules rouges 
de 10 anes, dont 7 sont les péres présumés des muletons, enfin 
des globules rouges de 8 bovidés dont 2 possédaient des érythro- 
cytes non agglutinés par le sérum de vipére. 

Nous avons utilisé les globules rouges de 17 juments, 17 mulets, 
10 anes dont les agglutinogénes globulaires AyD, Oy Ding be jc 
avaient été déterminés suivant la nomenclature définie par Pun 
de nous avec M™° Podliachouk [2, 3, 4}. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 juillet 1953. 


ETUDE DU SANG DES REPTILES 785 


Les résultats sérologiques des agglutinations par les sérums 
absorbés, de méme que les groupes sanguins des globules ayant 
servi aux absorptions et aux tests, sont rapportés dans les 
tableaux I, II et III. 


TABLEAU I. — Action des fractions absorbées de sérum de Vipera aspis 
sur les globules rouges de juments. 
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TasLEau I]. — Action des fractions absorbées de sérum 
de Vipera aspis sur les globules rouges de mulets. 
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Tasieau Ill. — Action des fractions absorbées de sérum 
de Vipera aspis sur les globules rouges d’anes et de boeeufs. 
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ANTIGENES HETEROPHILES 
ET HETERO-AGGLUTININES CORRESPONDANTES. 


Les différentes investigations exposées nous ont permis 
d’établir : 

1° La présence d’un antigéne hétérophile dénommé BAG, com- 
mun aux globules rouges de Jument, de Mulet, d’Ane et de 
beeufs de la .catégorie agglutinable, décelable par le sérum de 
vipeére ; 

2° La présence d’un antigéne hétérophile VE, commun aux 
globules de juments, de mulets et de certains Anes, permettant 
de séparer les Anes en deux groupes: ceux porteurs de l’anti- 
‘gene BAG et ceux porteurs des antigénes BAG et VE ; 

8° La présence d’un troisiéme antigéne H, commun a la 
Jument et au Mulet, antigene qui parait étre indépendant des 
antigénes A, B, C, D, E, F, G déja connus chez le Cheval et 
le Mulet ; 

4° Enfin l’antigene A commun au Cheval et au Mulet. 

La présence de ces antigénes a été révélée grace aux hétéro- 
agglutinines correspondantes présentes dans le sérum de Vipera 
aspis et qui peuvent étre divisées en : 

Hétéro-agglutinine anti-BAG ; 

Hétéro-agglutinine anti-VE ; 

Hétéro-agglutinine anti-H ; 

Hétéro-agglutinine anti-A équin. 

La mise en évidence de Vhétéro-agglutinine anti-A cheval dans 
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le sérum de Vipera aspis a été réalisée de la fagon suivante (voir 


tableaux IV et V). 


Tapteaux 1V et V. — Mise en évidence dans le sérum de Vipera aspis 


de lhétéro-agglutinine décelant Vantigéne A du cheval. 
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Des fractions de sérum de Vipera aspis ont été absorbées par 
des globules rouges de juments appartenant aux groupes CDG, 
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CG, ACD et FG, des globules rouges de mulets appartenant aux 
groupes AFGB, ADF, CB et E, chaque fraction absorbée étant 
examinée vis-a-vis des globules rouges des 17 juments, 17 mulets, 
10 anes de groupes connus. Les globules rouges porteurs de 
l’agglutinogéne A équin sont encore agglutinés par les fractions 
de sérum absorbé par des globules rouges de juments ou de mulets 
dépourvus de l’agglutinogéne A, alors qu’ils ne sont plus agglu- 
tinés par les fractions de sérums absorbés a l'aide de globules 
rouges porteurs de l’agglutinogéne A. 


INDEPENDANCE ENTRE CES HETERO-AGGILUTININES 
ET CELLES DECELANT 
LES ANTIGENES ERYTHROCYTAIRES HUMAINS A ET B. 


Les hétéro-agglutinines dont nous venons de parler sont diffé- 
rentes des hétéro-agglutinines décelant les antigénes érythrocy- 
taires humains A et B, et différentes des agglutinines hétéro- 
spécifigues anti-Homme. 

En effet, les fractions de sérum de Vipera aspis, absorbé par 
les globules de différentes juments, ou de mulets, possédant les 
antigénes A, B, C, D, E, F, G, BAG, VE, H, ou d’anes possé- 
dant les antigénes B, BAG et VE, de bceufs possédant les anti- 
génes BAG, conservent leur pouvoir agglutinant pour les globules 
rouges O Rh-positifs, O Rh-négatifs, A et B (tableau VI). 


TasLEau Vl. — Indépendance des hétéro-agglutinines étudiées et de 
celles décelant les antigénes érythocytaires humains A et B. 
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Ceci permet d’exclure toute parenté antigénique décelable a 
aide du sérum de vipére entre les agglutinogénes humains A, 
B et O, et, d’une part, les agelutinogénes A, C, Dao ean des 
chevaux et mulets, B des mulets et des Anes, d’autre part, les 
agglutinogénes hétérophiles BAG, VE et H précédemment décrits. 

Inversement, le sérum de vipére, absorbé ‘par des globules 
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rouges A, B ou O garde son pouvoir agglutinant vis-a-vis de tous 
les globules sur lesquels il était actif avant cette absorption [4]. 
Il_y a donc indépendance des hétéro-agglutinines anti-A et 
anti-B des sérums de Vipera aspis, et des hétéro-agglutinines 
précédemment décrites. 
On peut ainsi, grace aux hétéro-agglutinines du sérum de 
Vipera aspis décelant les antigénes hétérophiles décrits plus haut, 


Globules rouges de juments mulassiéres et de mulets. 
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Globules rouges d’dnes. z 
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Fie. 1. — Antigénes hétérophiles décelés sur les globules rouges de juments 
mulassiéres, mulets, anes et boeufs, a l’aide de sérum de Vipera aspis. 


concevoir leur répartition diverse a Ja surface des différents 
globules de ces animaux, comme le montre la fig. 1. 


CONCLUSION. 


L’étude des hétéro-agglutinines du sérum de Vipera aspis nous 
a permis d’individualiser des facteurs antigéniques communs aux 
elobules rouges de Jument, Mulet, Ane et Bceuf, et de ce fait 
d’identifier les hétéro-agglutinines correspondantes ainsi que leurs 
relations avec les hétéro-agglutinines découvertes précédemment. 
Une étude en cours nous permettra d’entrevoir quelles sont leurs 
relations avec d’autres espéces zoologiques. 

Les sangs des animaux ont pu étre oblenus grace a |’amabilité 
de nos collégues les docteurs vétérinaires A. Nicol, Girard, Corva- 
zier, Cheyroux, de l’annexe de l'Institut Pasteur 4 Garches. 
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RECHERCHES 
SUR LA NUTRITION DES DERMATOPHYTES 


iil. — L’HISTIDINE, FACTEUR DE CROISSANCE DES 7A/CHOPHYTON 
DU GROUPE ROSACEUM : 


par E. DROUHET (*). 


(Institut Pasteur, 
Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


Dans des publications précédentes sur la nutrition des derma- 
tophytes [4, 2], nous avons signalé que Trichophyton rosaceum 
Sabouraud et Trichophyton vinosum Sabouraud exigent l’histidine 
pour leur croissance dans un milieu synthétique. Georg [8], Silva 
et Benham [4] l’ont également montré pour d’autres souches de 
T. rosaceum (= T. megnini). Au cours de ce travail nous appor- 
tons quelques données sur l’action de l’histidine comme facteur 
de croissance pour quelques souches de dermatophytes et sur 
Putilisation de dipeptides contenant de l’histidine. 


MATERIEL ET METHODES. 


Soucues. — Les souches étudiées sont les suivantes : 

1° Trichophyton rosaceum, souche I. P. 158 ; 

2° T. vinosum, souche I. P. 168 ; 

3° T. rosaceum, souche Gaillard ; 

4° T. rosaceum, souche Westerdijk (I. P. 151) ; 

5° Trichophyton sp., souche Leendert A. 

Les deux premiéres souches proviennent de la collection de 
l'Institut Pasteur, ot elles sont entretenues depuis 1925. Les trois 
autres proviennent du laboratoire du D* Rivalier (1), a |’H6pital 
Saint-Louis. La souche Leendert A de type rosaceum a été isolée 
d’une épidermophytie généralisée en 1950. 

Ces dermatophytes sont entretenus sur les milieux de Sabou- 
raud et sur le modt de biére. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 juillet 1953. 
(1) Nous remercions vivement M. le D*® Rivalier, chef de laboratoire 
4 Vhépital Saint-Louis, pour son extréme obligeance. 
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Les souches T.- rosaceum I. P. 158 et T. vinosum I. P. 163 
ont conservé les mémes caractéres que ceux décrits par Sabou- 
raud; a cause de leur ressemblance, cet auteur avait rapproché 
ces deux espéces. T. rosaceum se développe sur les milieux sucrés 
de Sabouraud sous forme d’une culture veloutée, parfois duve- 
teuse, blanche au début, devenant rose pale en vieillissant alors 
que le revers prend une couleur groseille. Les cultures agées se 
plissent en vallonnements rayonnés. Morphologiquement, T. vino- 
sum ne différe de T. rosaceum que par Ja couleur plus intense 
du pigment rouge vineux et par un développement plus rapide 
et plus important. L’intensité de la pigmentation varie suivant 
les souches de T. rosaceum et le milieu de culture; la colo- 
ration la plus intense est obtenue avec la souche I. P. 151 
et sur mout de biére ; ce milieu est le plus favorable a la produc- 
tion de conidies. 


Mivieux DE CULTURE. — Le milieu de base utilisé est le suivant : 
glucose, 10 g ; SO,Mg7 H,0, 0,5 g;. PO,H.K, 0,55 g ; PO,HNa,, 
1,66 ¢; KCl, 2 g; solution d’oligo-éléments de Berthelot, 
X gouttes ; eau distillée, 1000 cm*. La source d’azote est, soit 
lasparagine 4 1 p. 1 000, soit le sulfate d’ammonium a 1 p. 1 000. 
Pour les miliecux solides on ajoute 18 p. 1000 de gélose lavée 
a eau puis a l’alccol et les cultures se font dans des boites de 
Legroux contenant 20 cm® de milieu. Les cultures en milieu liquide 
sont effectuées dans des fioles Erlenmeyer de 150 cm* contenant 
également 20 cm* de milieu. Certaines fioles de milieu liquide 
sont maintenues stables, d’autres sont agitées a 95 + 5 secousses 
par minute. La température d’incubation pour toutes les cultures 
est de 23°. 


Inocutum. — ‘La culture mére sur milieu gélosé est fractionnée 
en petits fragments d’environ 2 x 2 mm. Ceux-ci sont déposés 
sur le milieu gélosé (en 2 points éloignés) ou a la surface des 
milieux liquides stables (un seul fragment par Erlenmeyer). Une 
suspension de spores sert A l’ensemencement des milieux liquides 
agités. 


EVALUATION DE LA CROISSANCE. — Pour les milieux solides, la 
croissance a été évaluée par la mesure, a intervalles réguliers, 
3 M Q . 
de | accroissement du diamétre des cultures et, dans certains cas, 
par poids secs des colonies débarrassées de gélose. Pour les 
milieux liquides, le poids sec des colonies a servi a mesurer la 
croissance, 


EXPERIENCES ET RESULTATs. — Les souches de dermatophytes 
étudiées ne se développent qu’en présence d’histidine qui ne peut 


PRC a 
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étre remplacée par aucun autre acide aminé (2) ou mélange 
ae Stas : : 
d’acides aminés, ni par l’histamine. 


I. — Action DE L’HISTIDINE. 


1° Mitrev sorme. — Afin d’étudier la croissance de ces cham- 
pignons en fonction de la concentration en histidine, nous avons 
ajouté les quantités suivantes d’histidine : 0,5, 1, 2, 4, 8, 10, 
20, 50, 100, 1 000, 5.000 wg/em® de milieu de base seul ou addi- 
tionné d’asparagine (1 p. 1000) ou de sulfate d’ammonium 
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« © Trichophyton vinosum 
o----0 ” rosaceum, 


w 
fe) 


nN 
° 


S 


ACCROISSEMENT DU DIAMETRE DES COLONIES EN mm 
a 


Fic. 4. — Courbes de croissance en fonction du temps de Trichophyton rosaceum 
IP 158 et T. vinosum IP 163, pour différentes concentrations d’histidine 
(milieu de base gélosé renfermant 1 p. 1 000 d’asparagine). 


(1 p. 1000). ‘La quantité minima d’histidine pour provoquer un 
début de développement varie entre 1 et 2 ug/em® de milieu 
suivant les souches et le milieu. Le diamétre des cultures augmente 
avec la concentration en histidine (fig. 1 et 2). Pour une méme 
concentration d’histidine le développement le plus rapide et 'e 
plus important est obtenu en présence d’asparagine. Lorsque 
Vhistidine est la seule source d’azote, des concentrations supé- 
rieures a 50 wg/cm® sont nécessaires pour obtenir un dévelop- 


(2) Au début des expériences un échantillon de lysine avait une faible 
action sur la croissance de ces dermatophytes ; par analyse chromato- 
graphique on a trouvé qu’il contenait une faible quantité d’histidine 
responsable de la croissance. 
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Fic. 2. — Courbes de croissance en fonction de la concentration d’histidine de 
T. rosaceum 1P 158 et T. vinosum 1P 163 aprés trente jours de culture (milieu 
de base liquide renfermanl 1 p. i 000 d’asparagine). 


Mrichophy ton rosaceum IP 154 | 


Fic. 3. — Aspect des cultures de T. rosaceum et T. vinosum aprés un mois de 
culture sur le milieu de base a l’asparagine en fonction de différentes concen- 


trations d’histidine. 
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pement caractéristique en surface de ces dermatophytes. ‘Les 
concentrations inhibitrices d’histidine varient suivant les souches 
et le milieu. Pour le milieu a base d’asparagine, elles sont supé- 
rieures en général 4 1.10—-*. Aprés un mois de culture, les poids 
secs du mycélium permettent de constater une autolyse des 


ei surtout pour des concentrations d’histidine supérieures 
aed Om 


TaBLeAu 1. — Croissance de 7. rosaceum IP 158 et T. vinosum IP 163 
en fonction de la concentration d’histidine. 


Concentrations d'histidine 
milieu de base gélosé 
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Les chiffres représentent la moyenne des poids secs exprimés en mgr. du nycelium de 
deux cultures. 


Il existe des différences de croissance entre les souches étudiées. 
Le développement de T. vinosum est le plus grand et le plus 
rapide. Sur le milieu 4 base d’asparagine, une quantité d’histi- 
dine de 8 a 10 wg/cm® est nécessaire pour faire apparaitre, aprés 
trois semaines de culture, la pigmentation de ces dermatophytes. 
L’intensité de la pigmentation varie suivant les souches : T. vino- 
sum o> Srosaceum 1. Rito) > TP crosaceum: 1)-P...158 > Tricho- 


‘phyton, souche Leendert A. 


Les milieux solides offrent l’avantage d’un aspect morpholo- 
gique plus riche et plus facile a étudier que les milieux liquides. 
Les microconidies se forment dans les cultures en présence 
d’histidine, toutefois leur nombre n/’atteint pas celui obtenu sur 
le mott de biére ot l’on observe quelques macroconidies. ‘Le 
facteur favorisant l’apparition de macro- et microconidies reste 


a déterminer. 


2° Miuieu iioume. — a) Milieu agité. — Dans les fioles agitées, 
le mycélium peut former des petites billes de dimensions inégales 
ou se rassembler a la périphérie du vase, en grimpant le long 
des parois. Ces deux faits faussent souvent les mesures pondé- 
rales. Pour une étude correcte en milieu agité, il faut un inoculum 
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constitué par une suspension homogéne de spores, difficile 
a obtenir. Nous avons done préféré recourir aux milieux stables. 

b) Milieu stable. — Les cultures en milieu liquide stable 
paraissent jusqu’a présent la meilleure méthode pour ]’évaluation 
pondérale de la croissance des dermatophytes. Les poids secs 
obtenus en fonction de concentrations variables d’histidine d’une 
part, et du temps d’autre part, concordent avec ceux obtenus sur 
des milieux gélosés. La concentration minimum d’histidine se 
situe entre 1 et 2 pwg/cm?; la concentration optimum est entre 
10 et 100 uwg/em® et le coefficient économique varie suivant les 
souches et le milieu employé. Ainsi, pour la concentration de 
10 wg/em? d’histidine dans le milieu de base contenant 1 p. 1 000 
d’asparagine, et aprés trente jours de culture, 1 ug d’histidine 
permet la formation de 275 wg de mycélium sec avec la souche 
Leendert A, 150 wg avec les souches I. P. 151 et I. P. 163, et 
90 wg avec la souche I. P. 158. En admettant que toute l’histidine 
soit consommée, le rapport du poids d’histidine au poids de 
mycélium sec serait respectivement de 1/250, 1/150, 1/150 et 1/90. 


II. — ActTION DE DIPEPTIDES A BASE D HISTIDINE. 


L’action des peptides sur la croissance des dermatophytes est 
peu connue. Or elle semble d’autant plus intéressante a étudier 
que le meilleur développement des dermatophytes est obtenu sur 
les milieux complexes A base de peptone et de modt de biére 
qui contiennent des acides aminés liés sous formes de peptides. 
Divers auteurs [6, 7] ont montré que certains peptides peuvent 
remplacer pour la culture des bactéries les acides aminés exigés 
comme facteurs de croissance. Chez un mutant de E.coli exigeant 
la proline, un peptide a base de proline posséde une activité plus 
grande que la proline libre [7]. 

Cela nous a incité & comparer l’action de la carnosine (6-alanyl- 
histidine) et de Vhistidyl-histidine A concentrations équimolécu- 
laires d’histidine. L’étude faite en milieu gélosé et en milieu 
liquide stable est résumée dans le tableau II. 

La carnosine et |’histidyl-histidine peuvent remplacer l’histidine 
comme facteur de croissance. L’activité de la carnosine est 
presque égale A celle de Vhistidine libre, tandis que’ l’histidyi- 
histidine est beaucoup moins active. En milieu gélosé les cultures 
obtenues avec ce dernier produit ont une épaisseur extrémement 
faible et un développement en profondeur. La mesure du diamétre 
des colonies ne permet pas dans ce cas une bonne évaluation du 
développement mycélien. Les mesures. pondérales €n milieu 
liquide permettent de mieux apprécier les différences de croissance 
des champignons. ‘La faible activité de ce dipeptide constitué 
uniquement d’histidine pourrait s’expliquer par une hydrolyse 
défectueuse du produit. 
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Tasteau Il. — Croissance de deux souches de T. rosaceum en fonction 


de _diverses concentrations d’histidine, de 8-alanyl-histidine et 
@histidyl-histidine. 


2g a es ps 100ug 
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des cultures en mn. 
jours de culture 


histidine 


8 alanyl- 
histidine 


souche IP 151 | souche Leendert A 


de culture 


Milieu liquide 
Poids sec 6n mg aprés 30 jours 


souche Leendert A 


La carnosine et lhistidyl-histidine peuvent étre utilisées non 
seulement comme facteurs de croissance pour ces dermatophytes, 
mais également comme unique source d’azote. Les rendements 
obtenus pour une quantité d’azote de 0,271 g/l (correspondant 
a 1 g/l d’histidine) sont semblables 4 ceux obtenus avec |’histidine 
libre. Le mélange alanine + histidine donne un meilleur rende- 
ment que la carnosine. La carnosine, lhistidyl-histidine, ainsi que 
Vhistidine ne peuvent servir comme unique source de carbone. 


Discussion. 


Parmi les nombreuses espéces de dermatophytes, étudiées en 
ce qui concerne les besoins en acides aminés, seules les souches 
appartenant a l’espéce T. rosaceum (T. megnini) exigent |’histi- 
dine comme facteur de croissance. Cette déficience se rencontre 
non seulement chez de vieilles souches de collection, mais égale- 
ment chez des souches récemment isolées. Elle peut constituer un 
critere de différenciation systématique ajouté aux caractéres 
morphologiques. Ainsi ce critére a permis a Georg [8] et a Silva 
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et Benham [4] de trancher le probléme de la différenciation entre 
T. rosaceum (T. megnint) et T. galline. 

T. vinosum avait été classé provisoirement par Sabouraud [5] 
comme espéce proche de T. rosaceum, ne différant de celui-ci que 
par un pigment rouge vineux, une croissance plus rapide et un 
aspect duveteux. [Le fait qu’on lui trouve le méme besoin en 
histidine que les souches de T. rosaceum, qui d’ailleurs présentent 
des variations d’intensité de pigmentation et de vitesse de crois- 
sance, nous fait considérer T. vinosum comme une variété de 
T. rosaceum. 

Les souches de T. rosaceum peuvent se préter 4 un dosage de 
I’histidine. Toutefois plusieurs inconvénients (surtout le temps 
long du développement) se heurtent 4 son emploi pratique. La 
mesure de l’accroissement du diamétre des cultures en milieu 
gélosé peut servir a évaluer la croissance des champignons. Les 
résultats sont comparables 4 la mesure du poids sec des cultures 
quand la croissance est bonne et quand le mycélium se développe 
ala surface; tel est le cas des milieux contenant l’asparagine 
comme source d’azote (aux diverses concentrations d’histidine). 
Quand la croissance est médiocre, le développement se fait en 
profondeur comme dans le cas du milieu contenant I’histidine 
comme seule source d’azote (surtout aux faibles concentrations) ; 
dans ce cas l’évaluation du diamétre des cultures n’est plus en 
concordance avec les mesures pondérales. La meilleure méthode 
‘pour lappréciation de la croissance des dermatophytes reste la 
méthode pondérale s’appliquant 4 des cultures en milieu liquide 
non agité. 


CoNncLuSION. 


1° Cing souches de dermatophytes.du genre Trichophyton du 
groupe rosaceum ont été étudiées en ce qui concerne leur besoin 
en histidine. T. vinosum peut étre identifié A T. rosaceum. 

2° L’histidine est le seul facteur de croissance de ces derma- 
tophytes. 

3° ‘La concentration minimum d’histidine se situe entre 1 et 
2 pg/em® ; la concentration optimum varie entre 10 et 100 ug/cm$ 
et une inhibition partielle s’observe 4 des concentrations supé- 
-rieures a 1 000 pg/cm. i 

4° La carnosine (f-alanyl-histidine) et l’histidyl-histidine peuvent 
remplacer l’histidine comme facteur de croissance. L’activité du 
premier dipeptide est voisine de celle de Vhistidine, tandis que 
Vhistidyl-histidine est beaucoup moins active. 

5° La carnosine et Vhistidyl-histidine peuvent étre également 
utilisées comme seule source d’azote, tandis que, ainsi que pour 
histidine, elles ne peuvent pas servir comme unique source de 
carbone, 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1" Octobre 1953. 


Présidence de M. GASTINEL. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’*honneur de présenter_le livre de notre collégue 
J. Dumas sur Les animauz de laboratoire (*). 


Cet ouvrage, auquel l’auteur a consacré des années de travail, est 
baucoup plus qu’une simple monographie : c’est un véritable traité 
ou l’on trouve décrites 4 propos de chacun des animaux de laboratoire, 
les notions d’anatomie et de physiologie indispensables aux expérimen- 
tateurs, les techniques d’expérimentation, d’élevage et d’entretien des 
animaux d’expérience. 

La connaissance des maladies bactériennes ou & virus qui frappent 
les animaux de laboratoire est en effet essentielle, non seulement au 
maintien en bonne santé du stock des animaux en expérience, mais 
surtout a la reconnaissance en temps utile des causes d’erreurs qui 
‘peuvent gravement affecter les résultats expérimentaux. Le livre de 
J. Dumas, depuis longtemps attendu, répond pleinement au but qu’il 
s’est tracé et a l’attente des lecteurs. 

Aprés avoir étudié successivement les généralités sur les animaux de 
laboratoire, les installations des animaux et les maladies des animaux 
de laboratoire, qui constituent la partie la plus importante du volume, 
on trouve dans une quatriéme et derniére partie les chapitres consacrés 
a l’expérimentation sur les animaux : anesthésie, modes d’inoculation, 
autopsie, destruction des cadavres, etc. C’est assez dire A quel point ce 
livre constitue d’ores et déjA un manuel essentiel pour les travailleurs 
de laboratoire. Tout expérimentateur devra s’y référer constamment et 
y trouvera, dans la mine inépuisable des renseignements qu’il contient, 
la solution de bien des problémes que l’utilisation des animaux de 
laboratoire pose chaque jour. 

La présentation impeccable du volume, son agréable typographie et 
les illustrations nombreuses qu’il renferme, font regretter. quelques 
erreurs typographiques (par exemple la figure 23 est la photographie 
d’un babouin et non d’un chimpanzé) qu’il est soubgtable de voir 
corriger dans une édition ultérieure. 


(*) J. Dumas. Les animaux de laboratoire. Editions Médicales Flamma- 
rion, 22, rue de Vaugirard, Paris-6°, 1953, 719 pages. 
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COMMUNICATIONS 


ESSAIS DE TRAITEMENT 
DE LA MYXOMATOSE DES LAPINS 
PAR QUELQUES ANTIBIOTIQUES 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT. 
(Aide-Technique : A. LE PRIOL.) 


(Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


L’agent de la myxomatose des lapins est un ultravirus d’assez 
grandes dimensions, 175 my environ, et l’on pouvait se demander si, 
comme d’autres virus présentant cette caractéristique, il ne serait pas 
justiciable de l’antibiothérapie. La terminaison normale de la myxo- 
matose étant la mort, en obtenir la guérison, ne ftit-ce que dans 
une faible proportion des cas, présenterait un réel intérét, sur le plan 
doctrinal au moins. 

Nous rapporterons succinctement ici les essais que nous avons 
effectués depuis que la myxomatose s’est implantée en France. 

I..— Le lapin 153 a été mis en cohabitation avec un malade. Le 
5 novembre 1952 il a le facies ‘grippé. On commence le traitement : 
injections biquotidiennes d’auréomycine par voie veineuse, 4 raison 
de 3 mg chaque fois. La maladie suit un cours normal et 1l’animal 
meurt dans la forme classique le 9 (cinquiéme jour du traitement). 

Les lapins 549 et 403 sont inoculés de myxomatose le 18 aotit 1953, 
chacun recevant sous la peau du front 0,5 cm* d’une suspension de 
suc d’coedéme ano-génital prélevé sur un malade. A partir du lende- 
main 19 et pendant trois jours, chacun d’eux recevra trois fois par 
jour, dans la veine auriculaire, 3 mg d’auréomycine d’un cété et 4 cm* 
de sérum antimyxomateux de l’autre. Le lapin 403 meurt de myxo- 
matose le 27 ; le lapin 549 fait une maladie d’intensité faible et guérit ; 
indépendamment de la lésion frontale.qui a atteint la grosseur d’une 
noix et a été éliminée en trois semaines, cet animal a présenté quelques 
nodules aux oreilles et 4 un membre postérieur. Son état général est 
resté satisfaisant. 

Un lapin témoin est mort le 30 aott. 

Les lapins 881 et 882 sont inoculés le 31 aofit 1953, chacun recevant 
sous la peau du front 1 cm? d’une suspension au 1/1000 de substance 
de myxome, quantité dosée et ne représentant que quelques unités de 
virus. Le lendemain on commence le traitement comportant emploi 
d’auréomycine et d’antisérum selon le méme protocole que précé- 
demment et cela pendant quatre jours. Ces animaux meurent de 
myxomatose les 13 et 11 septembre respectivement ; le témoin meurt 


le 13. 
II. — Les lapins 163 et 164 ont été mis en cohabitation avec des 
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malades ; ils présentent des. signes de myxomatose le 18 novembre 1952 
(blépharite unilatérale et un nodule a la cuisse, pour le premier ; 
blépharite double et des nodules aux pattes et sur l’épaule pour le 
second). On leur applique chaque jour le traitement suivant : terra- 
mycine par voie péritonéale, 100 mg matin et soir ; didromycine par 
voie musculaire, 60 mg le matin ; sulfadiazine par voie buccale, 60 mg 
matin et soir. Ce traitement reste sans influence. sur le cours de la 
maladie qui se termine par la mort aprés quatre jours, chez le pre- 
mier et trois jours chez le second. 

L’autopsie révéle chez le premier un léger degré de néphrite, chez 
le second un foyer de congestion pulmonaire. 

Ill. — Le lapin 186 a été mis en cohabitation avec un malade ; il 
présente une légére blépharite le 25 novembre 1952; on commence 
immédiatement le traitement quotidien conformément au _ protocole 
suivant ; auréomycine par voie veineuse, 8 mg matin et soir ; didro- 
mycine par voie musculaire, 60 mg a 14 heures ; pénicilline par voie 
musculaire, 10 000 U a 14 heures ; sulfadiazine par voie buccale, 60 mg 
matin et soir. L’animal meurt de myxomatose le 29, cinquiéme jour 
de la maladie. L’autopsie révéle un certain degré de congestion 
hépatique et des foyers de congestion pulmonaire. 

IV. — Le lapin 188 a été infecté par inoculation de virus dans 
l’épaisseur des paupiéres. Il présente de la blépharite le 25 novem- 
bre 1952 ; on lui applique quotidiennement le traitement suivant : 
terramycine par voie veineuse, 100 mg matin et soir; didromycine 
par voie musculaire, 60 mg & 14 heures; chloromycétine par voie 
buccale, 25 mg a 14 heures ; sulfadiazine par voie buccale, 60 mg 
matin et soir. L’animal meurt de myxomatose aprés sept jours de 
maladie. 

Vv. — Les lapins 199 et 200 ont été mis en cohabitation avec des 
malades ; ils présentent l’un, le 5 décembre 1952, l’autre le 6, des 
signes de myxomatose (blépharite, petits nodules A la cuisse, cedéme 
génital) ; le jour ot apparaissent ces troubles on commence un trai- 
tement quotidien ainsi constitué: PAS par voie buccale, 5 g ; thio- 
semicarbazone, par voie buccale, 75 mg, isoniazide de l’acide nico- 
tinique par voie hypodermique, 75 mg. 

ls meurent l’un et l’autre aprés aggravation des manifestations 
myxomateuses, le troisitme et le deuxiéme jour du traitement respec- 
tivement. 


L’un et l’autre présentent un peu d’engouement pulmonaire. 


Conclusions. — Le traitement de la myxomatose des lapins par Uiverk 
antibiotiques associés selon les formules suivantes : 

a) terramycine + dihydrostreptomycine +. sulfadiazine ; 

b) auréomycine + dihydrostreptomycine + pénicilline +  sulfa- 
diazine ; f 

c) terramycine + dihydrostreptomycine + chloromycétine + sulfa- 
diazine ; 

d) PAS + thiosemicarbazone + isoniazide de l’acide nicotinique 
est resté sans influence apparente sur la marche de la maladie qui 
dans tous les cas s’est terminée par la mort ; il semble d’ailleurs que 
ces associations aient présenté quelque toxicité. 


s 
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Nous avons observé un cas de guérison sans manifestations graves 
chez un animal traité par l’auréomycine associée A J’antisérum 
(lapin 549). Mais comme trois autres lapins semblablement  traités 
sont morts dans des conditions normales, nous inclinons A penser que 
VYunique survivant offrait 4 la myxomatose une certaine résistance 
naturelle. Le fait ne serait pas nouveau puisque, au dire des auteurs 
qui ont é6tudié la myxomatose des lapins d’Europe en Amérique et en 
Australie, parmi les animaux contaminés il s’en rencontre, exception- 
nellement ou du moins rarement, qui lui sont réfractaires ou chez 
lesquels la maladie se termine par la guérison. 

Notons enfin que les ensemencements pratiqués a partir des 
cadavres de ces divers lapins n’ont donné aucune culture microbienne, 
contrairement a ce que l’on constate si souvent en partant des 
cadayres d’animaux morts sans traitement. 


ETUDE DE L’ENLEVEMENT 
PAR LES ACIDES AMINES DU CUIVRE 
COMBINE AUX PROTEINES (II) 


par Frrnanp PASQUIER et Micnzen MACHEBORUF. 


(Unstitut Pasteur, Paris.) 


Dans un mémoire antérieur [4], nous avons montré que des amino- 
acides, et tout particuliérement le tryptophane, peuvent détacher le 
cuivre des protéines auxquelles il est combiné. 

Nous apportons aujourd’hui des compléments 4 ce. travail, en 
étudiant l’enlévement du cuivre des cuproprotéines par certains 
aminoacides qui n’avaient pas été envisagés jusqu’ici. 

Les expériences ont porté sur du sérum normal de cheval dialysé 
et cuivré 4 saturation, 4 pH 8. Ce sérum (2 ml) était placé dans un 
petit dialyseur, lequel plongeait dans une solution d’acide aminé, 
amenée également & pH 8 par addition de soude. Dans ces divers 
essais, on a fait varier certaines conditions expérimentales : la durée 
de la dialyse, le volume de la solution et la concentration en acide 
aminé. Les résultats obtenus permettent tous d’établir la méme 
hiérarchie. 

A titre d’exemple, nous donnons les résultats pour les conditions 
expérimentales suivantes: durée de la dialyse contre solution d’acide 
aminé, trois jours ; durée de la dialyse contre eau bidistillée, une 
journée ; concentration en acide aminé, M/250 ; volume du_ liquide 
extérieur au dialyseur, 100 ml. , 

Dans ces conditions, c’est-d-dire sans renouvellement du liquide 
extérieur au dialyseur, le cuivre n’est pas complétement enlevé, méme 
par Vhistidine, mais les différences d’activité des divers amino- 
acides apparaissent nettement. 


804 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ACIDE AMINE 


HISTIDINE 
TRYPTOPHANE 
OXYPROLINE 
PROLINE 
TYROSINE 
ARGININE 


Cuivre dans le dialyseur 
avant la dialyse. . . .| ----- ----------- 450 pg ---------------- 
Aprés la dialyse.... . 45 pg | 36 pg | 38 ug | 48 ug | 48 ug | 60 ug 


ACIDE AMINE 


ARGININE 
ALANINE 
PHENYLALANINE 
METHIONINE 
GLUTAMATE 
DE SODIUM 


Cuivre dans le dialyseur 
avant la dialyse. . . 
Aprés la dialyse. . 


Remarque. — En réalité, on utilise non l’histidine, mais le mono- 
chlorhydrate d’histidine. Le chlorure de sodium formé par addition 
de soude (pour porter & pH 8) n’apporte aucune perturbation 
sensible. 

L’examen de ces deux tableaux montre que l’histidine est le plus 
actif des acides aminés. Dans l’ordre des activités décroissantes, 
viennent ensuite le tryptophane et l’oxyproline. 

En somme, les aminoacides dont l’activité sur les cuproprotéines 
est la plus grande sont ceux dont les molécules comportent une 
fonction imine, Ceci confirme l’hypothése que nous avions émise. 
Notons en outre qu’un oxydrile phénolique (tyrosine) peut également 
' jouer un certain rdle. 
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UN NOUVEAU TYPE DE SALMONELLA : SAL. GAROLI 


par L. Ls MINOR, R. DEVIGNAT et M. SCHOETTER 
(avec la collaboration technique de A. REMOND). 


(Institut Pasteur, Paris, et Laboratoire de Blukwa [Congo belge].) 


En janvier 1953, nous avons isolé des selles d’un indigéne congolais, 
hospitalisé pour troubles intestinaux, une salmonelle dont la formule 
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ne correspondait 4 aucun type actuellement décrit. Les selles du 
malade avaient été adressées, en milieu glycériné tamponné, au _ labo- 
ratoire de Blukwa (Congo belge). 

Cette salmonelle, mobile, fermente avec production de gaz : glucose, 
sorbitol, dulcitol, tréhalose, mannitol, maltose, rhammnose, arabinose 
et xylose. Elle ne fermente pas aprés observation de vingt et un jours : 
lactose, saccharose, adonitol, salicine et inositol. 

Elle ne produit pas d’indole, ne liquéfie pas la gélatine, ne produit 
pas d’acétyl-méthyl-carbinol, n’hydrolyse pas l’urée. Elle réduit les 
nitrates en nitrites, utilise le citrate de sodium comme seule source 
carbonée (milieu de Simmons) et fermente le glycérol en milieu de 
Stern. Elle produit de l’hydrogéne sulfuré. La réaction du rouge de 
méthyle est positive. 

La souche est agglutinée sur lame par les sérums anti-VI-VII, VI-VIII, 
VII saturé et i. Aprés passage sur gélose molle additionnée de sérum 
anti-i (méthode de Gard), elle est agglutinée par les sérums 1,2 1,5 
1,6, 1,7 et 6 saturé. Elle ne l’est pas par les sérums anti-2, 5, 7 saturés. 

Nous avons injecté 4 un lapin une culture de dix-huit heures en 
bouillon, formolée, de la souche en état diphasique (1 milliard, 
2 milliards, 4 milliards de germes par voie intraveineuse, A quatre 
jours d’intervalle. Saignée dix jours aprés la derniére injection). 

Le sérum du lapin agglutine la suspension O de notre souche au 
titre de 1/3 200, la suspension H phase 1 4 1/25 600 et la suspension H 
phase 2 a 1/6 400. 

D’autre part, S. typhi murium, phase 1 (i) est agglutinée au titre 
de 1/25 600 ; S. newport, phase 2 (1,2) a 1/800; S. cholerae suis var. 
kunzendorf (1,5) et S. london, phase 2 (1,6) a 1/3 200; S. carrau, 
phase 2 (1,7) a 1/400. 

Les agglutinines O sont saturées par S. paratyphi C. Les antigénes 
sont donc VI-VII. 

Nous avons ensuite saturé les agglutinines H par S. typhi murium, 
phase 1:(i). Il ne reste plus, d’agglutinines pour la souche en étude 
phase 1, tandis que celles pour les souches phase 2 sont maintenues. 

Une saturation ultérieure par S. london, phase 2 (1,6) amena la 
disparition compléte des agglutinines. S$. typhi murium, phase 1 et 
S. london, phase 2 peuvent donc saturer les agglutinines H. 

Inversement, nous avons saturé par notre germe des sérums non 
spécifiques 1,2 (S. paratyphi B, phase 2) ; 1,5 (S. cholerae suis, var. 
kunzendorf) ; 1,6 (S. london) ; 1,7 (S. arechevaleta). Nous avons ensuite 
titré nos sérums vis-a-vis de ces salmonelles. Seul le sérum 1,6 fut 
saturé. 

Nous pouvons donc conclure que la formule antigénique de notre 
germe est VI-VII, i-1,6. 

L’antigéne i n’avait jusqu’&d présent pas été signalé dans le 
groupe C,. 


Résumé. — Les auteurs décrivent une nouvelle espéce de Salmonella, 
§. garoli, dont la formule est VI-VII i-1,6. Elle fut isolée par copro- 
culture au Congo belge chez un indigéne présentant des troubles 
intestinaux. 
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LES TYPES DE SALMONELLES 
RENCONTRES PAR LE CENTRE NATIONAL 
DES SALMONELLES A CEYLAN 


par Exxesarp E, SCHMID. 


(Medical Research Institute, Colombo.) 


Plusieurs auteurs ont rapporté depuis 1943 que 97 p. 100 
a 99,5 p. 100 des souches de salmonelles rencontrées appartiennent 
aux groupes A-E du schéma de Kauffmann-White. Le nombre des 
souches examinées a varié de 1007 A 12000 [4 a 4]. 

Ces rapports ont été la base sur laquelle Kauffmann et Edwards [4] 
se sont fondés pour recommander une simplification du diagnostic 
sérologique des salmonelles. 

Ces résultats ayant été obtenus dans des climats tempérés, il nous 
a semblé utile de rapporter les observations faites dans un _ pays 
tropical. 

Le Centre National des Salmonelles, & Ceylan, a commencé ses 
recherches en juillet 1950 et les résultats de trois années sont pré- 
sentés dans le tableau ci-joint. 

Sur un total de 47 284 épreuves, 5656 souches de salmonelles ont 
été isolées, dont la plus grande partie (5 144 souches, ou 90,95 p. 100) 
sont membres des groupes A-E du schéma de Kauffmann-White. 

Parmi les souches de S. paratyphi A une variété nouvelle contenant 
‘la fraction XII, de l’antigéne somatique XII a été isolée pour la pre- 
miére fois [5]. 

L’association de l’-homme avec les animaux est plus intime dans les 
régions tropicales que dans les climats témpérés et 4 types seulement 
des salmonelles rencontrées en coproculture des animaux (S. dublin, 
S. gallinarum pullorum, S. wichita, S. urbana) n’ont pas encore été 
isolés de l’-homme a Ceylan [6]. 


Résumé. — La majeure partie (90, 95 p. 100) des 5656 souches de 
salmonelles isolées 4 Ceylan appartient aux groupes A-E du schéma 
de Kauffmann-White. La répartition des types isolés de l’homme et 
des animaux est présentée. 
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(1) Isolé de chévres. 
(2) Isolé de chiens. 

(3) Isolé d’éléphants. 
(4) Isolé de pigeons. 


(5) Isolé de chimpanzés. 


(6) Isolé de bétail. 
(7) Isolé de rats. 


(8) Isolé de pores. 
(9) Isolé de volaille. 
(10) Isolé de Bandicota malabarica. 
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Page 505, article « Ultracentrifugation et électrophorése du sérum et du plasma de 


2 


poules leucosiques », par Slizewicz et Atanasiu, troisitme ligne ; au lieu de : « 


deux derniers mois de la maladie », lire : 
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« Les deux derniers jours de la maladie ». 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Réactions d’hémagglutination et d’hémolyse conditionnée dans 
la lépre, par M. Vierre. 


Etude de l’action du BCG sur la formule leucocytaire et la 
phagocytose dans l’exsudat péritonéal de cobayes inoculés 
avec des bacilles de Stefansky vivants ou morts, par J. Neyra- 
RAMIREZ. 


Sur la transmission expérimentale de la brucellose au lapin, 
par H. Jacorot, A. VaLLée et A. Le Prion. 


Nouvelles recherches sur l’évaluation de l’activité anti- 
« histolyticum » et anti-« septicum » de divers sérums, 
par M. Gumtaumig, A. KriéicuerR et M. GEoFFRoy. 


Activité antitoxique du sérum des animaux ayant recu 
pendant quelques mois des injections de toxine « septicum » 
ou d’anatoxine « histolyticum », puis des injections simul- 
tanées de toxine « septicum » et d’anatoxine « histolyti- 
cum », par M. Gumaumiz, A. Kricuer et M. GEOFFROY. 


Anticorps bloquant dans le sérum de sujets brucelliques. 
IV. Réle dans le phénoméne de zone (deuxiéme note). 
Vv. Importance pour le diagnostic de la brucellose caprine, 
par G. RENoUX. 


Etudes sur les « Escherichia coli » isolées au cours des 
gastro-entérites infantiles. I. Propriétés biochimiques et 
antigéniques, par M™ S. Le Minor, CL. Le Minor, P. Nicorze et 
R. Burriaux. 


LIVRES REQUS 


x 


Hans Selye et A. Horava. — Second Annual Report on Stress. 1 vol. 
526 p. Acta Inc., Medical Publishers, édit., Montréal (Canada), 
1952. Prix : 10 dollars. 


Le nombre toujours croissant de travaux sur ce sujet a amené Selye 
a décider la publication de volumes annuels qui permetiraient de 
suivre Ja question. Les faits et les théories sont présentés, autant que 
possible, séparément, afin que les faits puissent étre utilisés par les 
chercheurs mémes qui n’admettent pas les interprétations de ]’auteur. 
Aprés plusieurs pages de planches hors texte illustrant les observations 
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récentes, viennent une bibliographie de 174 pages, puis un index alpha- 
bétique indiquant les différents facteurs de « stress » et les organes 
ou systémes sur lesquels ils agissent. Le but que l’auteur se proposait, 
de faciliter l’orientation des travailleurs désireux de se familiariser 
avec tout ou partie des problémes posés par la question, semble donc 
pleinement atteint. 


12 ed Ee 


Rosemary Biggs et R. G. MacFarlane. — Human Blood Coagulation 
and its Disorders. 1 vol. 406 p., 57 fig., 36 tabl. Blackwell Scien- 
tific Publications, Oxford, 19538. Prix : 32 sh. 6 d. 


Le but de ce livre est de présenter 1’état actuel de nos connaissances 
em ce qui concerne la coagulation du sang. La premiére partie est 
consacrée au mécanisme — extraordinairement compliqué — de cette 
coagulation et expose les faits acquis 4 ce jour sur la question. Elle 
étudie en outre les différents facteurs de la coagulation, ses accélé- 
rateurs, ses inhibiteurs, le fibrinogéne, les anticoagulants, etc. ; mais 
elle comprend aussi le compte rendu des recherches récentes sur la 
thromboplastine et la « globuline antihémolytique », recherches qui _ 
seraient susceptibles de modifier complétement les idées recues sur 
Vhémophilie. La seconde partie traite des perturbations de la coagu- 
lation et, en particulier, de l’hémophilie et de la thrombocytopénie ; 
elle envisage également le diagnostic et le traitement de ces pertur- 
bations. Un autre chapitre est consacré a la signification de la coagu- 
lation du sang, a sa valeur dans l’hémostase (laquelle semble se 
produire indépendamment de la coagulation), A ses rapports avec 
différentes autres propriétés du sang (agglutination, hémolyse, 
complément), et & son réle dans le métabolisme, la fibrine constituant 
peut-€tre une des sources des protéines de l’organisme. Enfin un 
dernier chapitre concerne la coagulation chez les espéces animales 
inférieures, et en particulier chez les Insectes, chez lesquels le 
‘mécanisme est trés différent de ce qu’il est chez les mammiféres. 

- Les différentes techniques sont décrites dans un appendice. 


G. F. Petrie et C. E. Eckersley. — British Medical Science and 
Practice. 1 vol. 180 p., 7 pl. hors texte. Longmans, Green et C®, 
Londres, New-York, Toronto, 1953. 


Ce petit livre, destiné 4 faire connaitre la contribution anglaise aux 
progrés de la médecine, est divisé en deux parties : une partie his- 
torique qui présente briévement, par des extraits de mémoires 
contemporains ou de biographies, « dix pionniers de la médecine 
anglaise », depuis Harvey jusqu’a Manson, et une « Anthologie de la 
médecine britannique moderne », comprenant plusieurs sections : 
médecine générale, médecine — tropicale, physiologie, biochimie, 
immunologie, infections 4 virus, génétique, chirurgie, cancérologie, 
obstétrique, dans laquelle sont donnés de courts extraits des 
travaux des auteurs anglais qui ont étudié ces beer sete tera 


TABLE ANALYTIQUE 


-DU TOME 85 


Acide ribonucléique. Structure 1’ — I. Fractionnement par l’acide 
acétique. : : 

— II. Modification Ee ta ciborratiea ce: 

— Ill. Faits en faveur de liaisons de type ecomdsine: ae 

— Comportement physico-chimique de 1? —.— — de levure soumis 
4 laction des hautes pressions. 

— Voir aussi Streptomycine. 

Acridines.. Voir Mutations. 

Actinobacterium meyeri. Appareil nucléaire, antibiogramme et 


pouvoir pathogéne d’ — —. : 
Alcaloides. Action des — sur les Bacleries: 
Anémie hémolytique. — — par hétéro-immunsérum ches ie bidek: 
Antibiotiques. — et résistance microbienne. 


— Technique simplifiée pour l’étude de l’action bactéricide dee 
associations d’ — d ; 

— Action de quelques — sur divers types ae B. Peedi ane nen issus 
de la méme souche. : 

— Emploi du pinacyanol pour 1 ‘étude a. ede d’ sctiot dis —. 

— Voir aussi aux différents antibiotiques. 

Anticorps. Transfert 4 des lapins neufs de la capacité de production 
d’ — par des fragments de rate d’animaux immunisés. 

Auréomycine. Voir B. tuberculeuz. 

B. anthracis, Influence de la concentration en peptone sur la cul- 
ture et la sporulation de — —. ceri 

B. cereus. Description de quelques routes ehiombphvied as ——. 

B. prodigiosus. Voir Antibiotiques. 

B. subtilis. Mise en évidence de produits intermédiaires contenant 
du glucose dans la synthése des lévanes par — — . Sidra ia 

B. tuberculeux. Sensibilité des souches streptomycino- Sybicthintbe 
de M. tuberculosis vis-a-vis de l’INH. xh Le le, 

— Nouvelle technique d’inoculation au cobaye de a surin- 
fectés. Usage de. 1l’auréomycine. : POR a Nigh 

— Action des agents tensio-actifs sur le — — : A Tween 80. ‘ 

'_— Comportement des cobayes tuberculeux traités par 1INH 


a l’égard de la sensibilisation tuberculinique et des phénoménes 
de surinfection 


° 


34 


671 


90 


356 


116 


274 


277 


287 
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B. tuberculeux. Croissance du — — en présence de phosphore 
radioactif 

— Voir aussi Streptamycine, INH. 

ra de Whitmore. Pouvoir pathogéne du — —. 

— L’appareil flagellaire du — —. ‘ 

— La réaction d’hémagglutination dais la midliotddse. 

Bactérie pyrogéne. — — isolée d’une eau distillée. 

Bactériophage. Rdle du phosphore dans le develophement le iA 
résistance du — aux rayons U.-V. eh : 

— Incidence des types biochimiques parmi ies ibes! wacrerton 
phagiques de S. typhi. ; eae ne 

— Type bactériophagique des staphylocoques pathbgehes sécré- 
teurs de pénicillinase. . 

— Les antigénes d’Z. coli au cours de la Wee bactamapharinnss 

— Activité bactériostatique du bactériophage staphylococcique H. 

— Voir aussi Staphylocoque. 

Botulisme, Action de la cortisone sur l’immunisation du lapin par 
Vanatoxine botulique B. ae ie Rare ania 

— Nouvelles recherches sur le — et ses cing Gaies toutmintaes! 

Brucelles. Relations antigéniques entre vibrion cholérique et —. 

Champignons. Intoxication par l’amanite eas Réactions 
humorales . : : 

Cobaye. Le virus « Gobaye: E. Te! », virus Sancsiniqus: latent div — 
a potientiel neurotrope. 

Cortisone. Voir Botulisme. 

Dermatophytes. La nutrition des —. III. i 

Electrophorése. Etude par micro.— sur papier du sérum de: Ese 

normaux et pathologiques. 

Voir aussi Leucose. 

Encéphalomyélite. Isolement d’un virus d’— au cours d’une 
épidémie de « poliomyélite clinique » 4 Brazzaville. I. 

— Virus encéphalomyélitique du singe isolé 4 Brazzaville d’un 
Allenopithecus nigroviridis. 

Erythromycine. Voir Ilotycine. 


Facteurs de croissance. Recherche et dosage de quelques — — dans 
un milieu & base d’hydrolysat de protéines. ae Sea een 

Fiche réticulo-endothéliale. La — — —. Quelques remarques tech- 
niques et paramétres du sérum normal. 

— La — — —. Relations entre 1’électrophorése et tas dian Panes 
de soli bite 3 Teg eee j 

Fiévre jaune. Le vaccin contre la — — Oa par “VInstitut 


Pasteur de Dakar. 
Glycogéne. Variations du — riieeaucedt nicer au cours la 1 aise 


cytose 3 : eS eC yy Cana Us Set INO Meee Ma 
Glycolyse. Etude - de Hie — One? certaines paces du genre 
Bacillus. 1. 
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Grippe. Variations du pH du liquide allantoique inoculé de virus 
grippal Fiscleroby init WOXeMel ep ber eaethomie Me dae epee ay ate meet eeepc 
Groupes sanguins. L’iso-hémagglutinine anti-T chez différentes 
especes animales. I-ef W.- 0%. RECORDS By TP nl igifl = [a1 
— Essai d’obtention chez la chévre, le Ltouiten et le chien d’anti- 
corps décelant les antigénes érythrocytaires humains M et N. 
— Les hémagglutinogénes et les hémagglutinines des sangs de 
vipéres. I. V. aspis. Fa aGh ageoe teed Se OO sion ts tes eRe 
—TII. Mise en évidence sur les globules rouges de certains 
animaux d’antigénes hétérophiles & l'aide du sérum de V. aspis. 
— des Equidés. IV. Nouvelles observations sérologiques. , 
Ictére. Culture sur ceuf embryonné et identification immunolo- 
gique du virus de |1— épidémique d’A., E. F. ue 
Tlotycine. L’—, nouvel antibiotique élaboré par Streptomyces 
erythreus iB Roe Ree EE Tae tess Aaa eet Ss Vs NR RU = COS OE aR 
Immunochimie. Analyse immunochimique du sérum humain et 
de ses fractions. I. : 
INH. Action combinée in vitro de divers Pubsreulicicien avec ave 
— Voir aussi B. tuberculeuxz, Lépre. 
Inhibition. Propriétés inhibitrices de différents sucres sur la crois- 
sance de certains microorganismes. > aA 
Insectes. Mise en évidence au microscope clectronique du virus 
de la polyédrie de Plusia gamma L. 
Lépre. Evolution de Vinfection & b.. de Siglanakys anor Te. rat 
traité par JINH. EY OSM A 
-— Réactions cellulaires et niaganiteds ches ie uebanes inoculés 
avec des b. de Hansen. BOG eg he ay Ragen pk ae 
Leucose, Action des pressions élevées sur le virus de la —. 
— Ultracentrifugation et See ice du ee de poules 
leucosiques 


‘ 


— Sensibilité de Lombeys dé poulee au virus AS la — aviaire. 

Levures. Voir Mutations. 

Mélioidose. Voir B. de Whitmore. 

Mutations. Rapports entre la structure des acridines et leur acti- 
vité mutageéne. CSG aN STR Uae ede el mrtg Yee 

— Influence du pH sur laction toxique et mutagéne de 
Veuflavine. 


Myxomatose. Kssais infructueux de vaccination contre la — des 
lapins par anavirus ltissulaire SURE HS Ae 
— Hssais de traitement de la — par aval wes antibiotiques. 


Noyau. Recherches sur la substance nucléaire de Bifidibacterium 
bifidum et d’Actinobacterium cellulitis. SP UES Ae a 3 

Organismes L. Milieu de culture pour Visolement des — —= dase 
les uréthrites amicrobiennes . rca ig) EAGAN A eke a" Oe Ltn aoe ag 

— Transformation en bactéries normales d’ — — isolés d’uré- 
thrites amicrobiennes 


222 


527 
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Organismes L. Précisions sur le cycle L des hactenes 4 

Paracolobactrum. Un — possédant l’'antigeéne somatique du type 
Sh. bodyii 11 et d’E. coli 0.105. 

Paradentose. La flore microbienne de la —. ° eee ete le ere 

Pénicilline. Perméabilité de la barriére hémato-encéphalique d& la 
— par voie carotidienne. : Se Ni Mik ncmie amt 

Peste. Ja phase de latence dans la croissance de P. pestis. 

-—— Résistance & la — de certains rongeurs sauvages. I. 

Pinacyanol. Voir Antibiotiques. 


Poliomyélite. Cultures cellulaires et virus de la —. 3 
— Les lésions cellulaires du virus de la — en culture in vitro. 
— Culture du virus de la — sur différentes souches cellulaires 


d’origine humaine 
—L epidemic de — de Saint- Avion (P. 
— Voir aussi Encéphalomyélite. 


Q. Canada). Il.. 

Protéines. Enlévement par les acides aminés du cuivre combiné 
GUD ia . . . ° . . . : . 5 ° . . 

Rage. Apparition de corps de Negri dans les Iésions provoquées 
par le virus fixe sous l’action de la hyaluronidase. 

— Les vaccinations antirabiques a l|’Institut Pasteur en 1952. 

Rayons U.-V. Appareil simple pour le dosage des — — émis par 
les lampes germicides 

— Voir aussi Bactériophage. 


Réaction de Dubos et Middlebrook. La — — — test cylochimique 
de la virulence des Mycobactéries ; Baie, 
Salmonella. Une nouvelle espéce de — isolée chez un corbeau 


S. hessarck. rial eae : 
— Essai de subdivision de auelanes Heeokvien B Vi de S. para- 
typhi B. ; 
— Un nouveau type de 
— Les types de 4 Ceylan. ee 
Sédimentation. La précision des mesures ae Scrisdente ig —. 


Se 


Silico-gel. Préparation d’un — — dialysé stérile. 3 

Sol. Titrage du pouvoir ammonifiant de la microflore des —. 

— La cellulolyse anaérobie du —. . ; 

— Méthode de dosage du phosphore dans an —. 

— Action du pbosphore sur les germes nitrificateurs et denies: 
ficateurs du — Stan Be 5 Lees ouaee 

Staphylocoque. Relations entre la résistance 4 a périeilline et la 
sensibilité aux phages chez les — . 

— Voir Bactériophage, Slreptomycine. 


Streptomycine. Mode d’action de la —. III. Cas de M. tuberculosis. 
— IV. Résistance de M. tuberculosis. 3 
— Diffusion de la — dans les Iésions caséeuses ans abcheneae 


pulmonaires. 
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Streptomycine. Un cas de résistance simultanée & la — et au 


bichlorure de mercure chez un staphylocoque. 
— Les acides nucléiques des souches bactériennes résistantes et 


sensibles a la —. Shh a eas nage eS 
Sulfamides. Détermination de la sensibilité aux — par une 
méthode de disques_ séchés. TLE ae fk 
Syphilis. Intradermo-réaction aux suspensions de Eecionemnes for- 


molées 
Systématique. Etude einparative toe genres S Montell, Menem 


bacter et Alcaligenes 


Tétanos. Les anatoxines iétandnes concentrées. : a scam 

Tumeurs. — filtrable de la poule d’un_ type particulicr histio- 
cyto-xantho-sarcome soa dag 

— Etude biochimique et hitetoehitnignis des — du crown- jean ties 
Pelargonium zonale. II. 

Torulose, — spontanée chez le Bhiet 


Typhoide. Pouvoir protecteur antityphoidique de sérums humains. 
Etude sur l’embryon de poulet. 

V. cholérique. Voir Brucelles. 

Virus. Voir Insectes et aux différents virus. 
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Notices nécrologiques. 


+ @. Levaprri (1874-1953). 
+ E. Lemétayer (1890-1953). 
7 M. Macuepoeur (1900-1953) 


Airorr (M™° M.). — Action combinée in vitro de différents tuber- 
culicides avec IINH. Sy ate 
— Sazras (M¥e A.) et Gicguen (M. Se — pdtterie a Gram- 
négatif, saprophyte, nettement pyrogéne, isolée d’une 

.eau distillée. 


Aranasiu (P.). — A propos de e sensibilité a: Penibiyon: Br eulee 
au virus de la leucose aviaire. py ike ans ser asia AGW La mite 
— et Basser (J.). — Action des pressions élevées sur le virus 


de la leucose et les cellules érythroblastiques. Action des 
mémes pressions sur les cellules de la leucose lymphoide 
de la souris. 

— Voir Suizewicz (P.). 


Aucier (J.) et Pocnon (J.). — Préparation d’un -silico-gel dialysé 
stérile. 

Avice (C.). — Voir nye (S.). 

BauMAnyarR (M.). — Voir Batrazarp (M.). 

Battazarp (M.), Srypran (B.), Mormr (Ch.), Baumanyarn (M.) et 
Pournakr (R.). — La résistance 4 la peste de certains 
rongeurs sauvages. I. Faits observés dans la nature. 

Bargac (H. pe) et Pocnon (J.). — Titrage du pouvoir ammonifiant 
de la microflore des sols. AN Esp Cone ae OOM , ene ie 

Barskr (G.), Enpo (M.) et Monacr (V.). — Etude préliminaire des 


Iésions de la poliomyélite en culture in vitro sur une 
souche de fibroblastes humains. , ; 
— Souza (P. pe), Monacr (V.), Enno (M.) ai Leet (P.). a 
Résultats de la culture in vitro du virus poliomyélitique 
sur différentes souches cellulaires d’origine humaine. ° . 
Basser (J.). — Voir Aranasiu (P.). 
— Voir Vienais (P.). 
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Bazin (S.), Devaunay (A.) et Avice (C.). — Le glycogéne intra- 
leucocytaire et ses variations au cours de Ja phagocytose. 
Bécuer (M.). — Action de quelques antibiotiques sur divers types 
de B. prodigiosus issus de la méme._ souche. 
Bensansxi (M.). — Etude des acides nucléiques de souches hacks: 
riennes résistantes 4a la streptomycine et de souches de 
mémes espéces, mais sensibles 4 l’antibiotique. 
Beouicnon (R.), GutcHarp (A.) et VianaT (C.). — Apparition re 
corps de Negri dans les lésions provogquées par le virus 
fixe sous l’action de la hyaluronidase. ; 
— et Vratar (C.). — Les vaccinations antirabiques Aa VInstitut 


Pasteur en 1952. 
Bercer (R.). — Voir Latarset (R.). 
BernaRp (J.). — Voir Lampin (S.). 
Beumer-Jocamans (M™e M.-P.). — Etude de Jactivité bactério- 
statique du bactériophage staphylococcique H. 
~ Biner (L.) et Lesinanc (M.). — Intoxication par l’amanite phalloide. 


Réactions humorales. oe 
- Boguen (M¥e G.). — Voir Kaurrmann (J.). 


Bortes (G.). — Voir PELiissrer (A.). 
Boyer (F.). — Voir CHaspenrt (Y.). 
Brisovu (J.). — Voir Moustarpirer (G.). 
-Bryeoo (E. R.). — Voir Lasupre (P. pe). 
— Voir Prévor (A.-R.). 
' Canettr (G.) et GRumpBacn (F.). — Diffusion de la streptomycine 


dans les lésions caséeuses des tuberculeux pulmonaires. 
Cayrt (R. M.). — Voir ViaLuier (J.). 


CHappEeRT (Y.). — Technique simplifiée pour |’étude des associa- 
tions d’antibiotiques. eee Oe bie woe er ok Cri 
— Boyer (F.) et DecHavassine (M.). — Détermination de la sen- 


sibilité microbienne aux sulfamides par une méthode 
de disques séchés. 

Cuautur (F.). — Voir Tuivoier (J.). 

Cuampon (L.), Fournrer (J.), Lasupie (P. pr) et Darrreussece (J.). 
— ha réaction d’hémagglutination dans la mélioidose. 

— Voir Lasupie (P. De). 

CHaussinAND (R.), Vierre (M.), Drezesr (G.) et Krue (O.). — Evolu- 
tion de Vinfection a b. de Stefansky chez le rat traité 
par INH. 

— et Toumanorr (C.). — ie reasbions Galina et la pies: 
cytose chez les cobayes inoculés par voie intrapéritonéale 
avec des b. de Hansen vivants ou morts. 


ILAVELIN (C.). — Voir Mareras (J.). 
Costin (L.). — Voir Tuprana (M.). 
Croissanr (O.). — Voir Lipine (P.). 


Darnieussece (J.). — Voir Caampon (L.). 
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DecHavassinE (M.). — Voir Caapsert (Y.). 
DeponverR (R.) et Nopiesse: (M™), — La. glycolyse chez certaines 
bactéries du genre Bacillus. I. 
— Mise en évidence de produits ehlorméaiaives kaniartiial: ae 
glucose dans la synthése des lévanes par B. subtilis. 
Detaunay (A.). — Voir Bazin (S.). 
Drom (J.) et Morretmans (J.). — Influence de la concentration en 
peptone sur la culture et la sporulation de B. anthracis. 
Devienar (R.). — Voir Le Minor (L.). 
Dezesr (G.). — Torulose spontanée chez le cobaye. 
— Voir Caaussinanp (R.). 
Drovuuet (E.). — Recherches sur la nutrition des Dermatophytes. III. 
Drovuner (M™° V.). — Voir Tuprana (M.). 
DurreEnoy (J.).— Emploi du pinacyanol pour 1’étude du mécanisme 
d’action d’antibiotiques 
Epuincer (E.). — Voir Nicoize (P.). 
Enpo (M.). — Voir Barsxt (G.). 
Eygurem (A.), JocHem (E.), Popitacnouk (L.). et Mutor (P.). 
Etude de lJ’iso-hémagglutinine anti-T chez différentes 
espéces animales. d PEE ou RAs Vopr Ms late Oe cae Fay Pt Nd a 
Fygurem (A.) et Fine (J.). — Essai d’obtention chez la chévre, le 
mouton et le chien d’anticorps décelant les antigénes 
érythrocytaires humains M et N. Pda a Ne carina ae 
— — Les hémagglutinogénes et les hémagglutinines du sang 
des reptiles. II. Mise en évidence sur les globules rouges 
de certains animaux, de nouveaux eels hétérophiles 
a laide du sérum de V. aspis. siiexstts aun 
— et Popnuiacnouxk (L.). — Groupes sanguins fies Equidés. 
IV. Nouvelles observations sérologiques. 
— Voir Fins (A.). 
— Voir Jocurm (E.). 
— Voir SAMAILLE (J.). 
Facragus (A.) et Grapar (P.). — Transfert & des lapins neufs de 
la capacité de production d’anticorps par des Gacelbes de 
rate d’animaux immunisés. 


Facurer (M.). — Propriétés inhibitrices de différents sucres sur la 
croissance de certains microorganismes. 
Fauconnier (B.). — Variations du pH du liquide Viantoique sholuie 


de virus grippal. i , 
Fine (J.) et Evquem (A.). — Les hand geliimodtnes et ies heen 
glutinines des sangs de vipére. I. V. aspis. Sate 
— Voir Eyquem (A.). 
Fiocu (H.). — Etude comparative des genres Moraxella, Achromo- 
bacter et Alcaligenes. Aye : tyes 
Fouace (J.). — Relations entre la résistance a on meester acquise 
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in vitro et la sensibilité aux phages chez les staphylo- 
coques pathogénes. . 
Fouace (J.) et Lutz (A.). — Type hacteappmacigne de staphyld- 


coques pathogénes sécréteurs de pénicillinase. 
Fournier (J.). — Voir CHameon (L.). 
— Voir Lasupre (P. DE). 

Frapprer (A.). — Voir Pavinanis (V.). 

GALLANp (R.). — Voir Gastinen (P.). 

GatLur (J.). — Relations antigéniques entre vibrion cholérique 
et brucelles. II. La fraction antigénique thermostable 
commune. 

— Voir GrrarRp (G.). 
Garcia Martinez (A.). — Voir Sancuis Bayarri (V.). 
GastineL (P.), GAat“anp (R.) et Mamuer (J.). — Du comportement 


des cobayes tuberculeux traités par l’isoniazide 4 ]’égard 
de la sensibilisation a ae et des phénoménes de 


surinfection. 

Gicquen (M. J.). — Voir iAtrone (Mme M. ye 

GiraRp (G.) et GaLttur (J.). — La phase de latence dans la crois- 
sance de P. pestis en bouillon. . 

GRABAR (Me J.) et Le Minor (M™ §.). — Pouvoir Caer ante 
typhoidique de sérums humains. Etude sur l’embryon 
de poulet . : 

GRABAR (P.). — Voir Penaeus’ (A). 

GROULADE (P. et J.). — Etude par micro-électrophorése sur papier 
du sérum de chiens normaux et pathologiques. 

Grumpac# (F.). — Voir Canetti (G.). 

Guicnarp (A.). — Voir Béiquienon (R.). 

Hamon (Y.). — Voir Nicone (P.). 

Henry-Eveno (J.). — Voir Levaprrr (C.). 

Husson (R.-A.) et Kosrper (R.). — Le vaccin contre la fiévre jaune 
préparé A l'Institut Pasteur de Dakar. Ri wee KO hes 

Jacoror (H.) et VALLE (A.). — Essais infructueux de vaccination 
contre la myxomatose des lapins par anavirus tissulaire. 

— — et Vimar (B.). — Essais de traitement de la myxomatose 

des lapins par quelques antibiotiques. 

Jocurem (.) et Eyguem (A.). — Etude de l’iso- Hedweshitmine ante T 


chez différentes espéces animales. 
— Voir Eyqurm (A.). 
KaurrMann (J.). — Méthode pratique de dosage microbiologique 
du phosphore dans les terres. 
— et Toussawr (P.). — La cellulolyse Rhiadropie ‘au ca : 
— et Bogurn (M"° G.). — Action du phosphore sur l’activité 
des germes nitrificateurs et dénitrificateurs du sal. 
Koerser (R.). — Voir Husson (R.-A.). 
Krue (O.). — Voir Caaussinanp (R.). 
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Lacruge. — Voir Sanpor (G.). 
Lasupre (P. pE) et Brycoo (R.). — Etude du ‘pouvoir pathogéne du 
bacille de Whitmore. Bis base ear ei tac ented ers! Sate es af 
— Fournier (J.) et CHampon (L.). — L’appareil flagellaire du 
bacille de Whitmore. 
— Voir CHamson (L.). 


Lamsin (S.) et BeRnaRD (J.). — Etude de l’action des alcaloides: sur 
les bactéries Bae Shae : Rains 

LATARJET (R.), Morenne (P.) et neAee ). — Un ay simple 
pour le dosage des rayonnemnts U.-V. émis par les lampes 
germicides. : 

LAVILLAUREIX (J.). — Voir ane (RB). 


Lepianc (M.). — Voir Biner (L.). 
‘Le Bor (M¥ Y.). — Voir Sanpor (G.). 
‘Lecocg (E.). — Voir Linz (R.). 
— et Linz (R.). — Un cas de résistance simultanée a la strepto- 
mycine et au bichlorure de mercure chez un staphylocoque. 
LeME&TAYER (E.). — Voir Raynaup (M.). : 
Le Minor (L.), Devienar (R.) et ScHowtreR (M.). — Un nouveau 
type de Salmonella: S. garoli. 
— Voir Néex (R.). 
Le Minor (M™ §.). — Voir Grapar (M™ J.). 
Lépine (P.), Vaco (C.) et Croissanr (O.). — Mise en évidence au 
microscope électronique du virus de la polyédrie de 
Plusia gamma L. 
— Voir Barsxi (G.). 
Levapirr (C.). — Cultures cellulaires et virus poliomyélitique. 
— et Henry-Eveno (J.). — Antibiotiques et résistance micro- 
bienne . . Seay ISA We Wp rk Oem de ah seam ucd 
— Vartsman (A.) et fetes Pare I. ). — Lilotycine, nouvel anti- 
biotique élaboré par Streptomyces erythreus. ne 
Linz (R.). — Mécanisme de l’action de la streptomycine. II. Le cas 
de M. tuberculosis. : : 
— et Lecoce (E.). — Le mécanisme ae action i ia stropie: 
mycine. IV. 
— Voir Lecoce (.). 
Lurz (A.). — Voir Fovace (J.). 


Luzzatr (D.). — Action des agents tensio-actifs sur le bacille de 
Koch : le Tween 80. 
Macuesosur (M.). — Voir PasQuirr ). 


— Voir Vienars (P.). 
Mauer (J.). — Voir Gasrinet (P.). 
Maxeras (J.), Meyer (J.), Sarrory (B.) et CraAvELIN (C.). — 
Recherche et dosage de quelques facteurs de croissance 
dans un milieu a base d’hydrolysat de protéines. 
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Manicauct (P.). — Etude biochimique et histochimique des tumeurs 
du crown-gall chez Pelargonium zonale. Ii. Phosphatases. 
Manrcovicn (H.)..\— Rapports entre la structure des acridines et leur 


activité en tant qu’agents inducteurs de mutants respi- 
ratoires chez la levure. 
— Influence du pH sur l’action locate bs rrahagere ae Ventla: 
vine sur les levures. 
Mazurek (C.), — Voir Prévor (A. RK). 


Meyer (J.). — Voir Materas (J.). 

Minor (P.). — Voir Eyquem (A.). 

Mincx (R.). — Voir Tuasne (R.). 

Moripr (Ch.). — Voir Baxrazarp (M.). 

Monacr (V.). — Voir Barski (G.). 

Morenne (P.). — Voir Latarser (R.). 

Morrermans (J.). — Voir Drom (J.). 

Moustarpier (G.) et Nicora (J.). — Contribution a létude de la 
flore microbienne de ja paradentose . 

MousraRpieR (G.), Brisou (J.) et PenrRgey (M.). — Milieu de satis 


pour lisolement des organismes L dans les uréthrites 
amicrobiennes 4 inclusions. : 
— — — Transformation en baciéries AGraiieles a’ organismes L 
isolés par culture a partir d’uréthriles amicrobiennes a 


inclusions. 

Mursaars (W.), —- Role ay phosphors tas le degdloppemiantt a6 
la sGeinnts du bactériophage aux rayons U.-V. 

NéeL (R.), Le Minor (L.) et Kawren (M.). — Une nouvelle espéce 
de Salmonella isolée chez un corbeau : S. khessarek. . 

Nicort (J.). — Voir Moustarpier (G.). 

Nrcotue (P.). — Voir Pavnarou (M.). 

— Hanon (Y.) et Epiincer (E.). — Essai de subdivision de 

quelques lysotypes B Vi de S. paratyphi B. 

Nosiesse (M™°). — Voir Derponper (R.). 

Oupin (J.). — L’analyse immunochimique du sérum humain et 
de ses fractions. I. Pau aire ih peak asl Rey =m oa. 

Pasquier (I°.) et Macnesoeur (M.). — Etude de l’enlévement par les 
acides aminés du cuivre combiné aux protéines. II. 

Pavinanis (V.) et FRapprer (A.). — Etude de l’épidémie de polio- 


myélite & Saint-Augustin (P. Q. Canada). Il. Evolution des 
anticorps neutralisant le virus type 2 & la suite de l’épi- 
démie due au virus type 1 


Payiarou (M.) et Nicorte (P.). — Incidence des pes pinekiinignes 
parmi les types bactériophagiques de S. typhi. 
Prciissier (A.). — Culture sur ceuf embryonné et iden ineaien 


immunologique du virus de Victére épidémique d’A. E. F. 
— Virus encéphalomyélitique du singe isolé & Brazzaville, d’un 
Allenopithecus nigroviridis. 
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Previisster (A.). — Le virus « Cobaye E. R. », Virus eee 
latent du cobaye a potentiel neurotrope. 

Prviisster (A.) et Boris (G.). — Une tumeur filtrable. He mn 

poule d’un type particulier : histiocyto-xantho-sarcome. 

— et Tringuier (E.). — Isolement d’un virus encéphalo- 

myélitique au cours d’une petite épidémie de « polio- 

myélite clinique » a Brazzaville. I. Etude expérimentale 


et épidémiologique. 
Prerrey (M.). — Voir Moustarpier (G). 
Précuaup (M.). — Sur un Paracolobactrum  possédant l’anti- 


gene somatique du type provisoire Sh. boydii 11 et de 
E. coli 0'105. : 
Pocuon (J.). — Voir Avucirr (J.). 
— Voir Barsac (H. pe). 


Popuiacnouk (L.). — Voir Eyguerm (A.). 

Pournaxr (R.). — Voir Barrazarnp (M.). 

Prévor (A.-R.) et Mazurex (C.). — Recherches sur la substance 
nucléaire de Bifidibacterium sant et d’Actinobacterium 
cellulitis . 


— — Etude de Vapparell eka, de l’antibiogramme et du 
pouvoir pathogéne d’Actinobacterium meyeri. Bui 
—  Brycoo (KE. R.) et Srtuioc (R.). — Action de la cortisone sur 
Vimmunisation du lapin par l’anatoxine botulique. 
— — Nouvelles recherches sur le botulisme et ses cing types 
toxiniques. HY > SONNE ENN) Mita MaDe ile PAPE oe thee 
Quersin-Tarry (M™ L.). — Le sort de certains antigénes d’E. coli 
au cours de la lyse bactériophagique. 3 
Raynaup (M.), Turpin (A.) et. LemErayer (E.). — Etude bigs ana- 
toxines tétaniques concentrées. 
ResEnpE (M.). — Voir Sancuis Bayarri (V.). 
Rotxiann (M.). — Voir Tuivorer (J.). 
Ropartz (C.). — Voir SAMaArLye (J.). 
Saperay (MUe Y.). — Voir Sanvor (G.). 
Satas (Me A.). — Voir Arrorr (Mm M.). 
Samaitie (J.), Roparrz (C.) et Evguem (A.). — Anémie hémolytique 
expérimentale par hétéro-immunsérums chez le chien. 
Sancuts-Bayarri (V.), Garcta-Martinez (A.) et Resenpe (M.). — La 
perméabilité de la barriére. hémato-encéphalique a la re 
cilline injectée par voie intracarotidienne. 
Sanpor (G.) et Le Bor (M" Y.). — La fiche réticulo- sudotbeltet v. 
— Lacerue, Le Bor (M" Y.) et Saperay (Me Y.). — La fiche réti- 


culo-endothéliale. IV. 
Sarrory (B.). — Voir Mareras (I) 
Scumip (E. E.). — Les types de cahivegelles rencontrés par le Centre | 


National des Salmonelles 4 Ceylan. 
ScHorrrer (M.). — Voir Le Minor (L.). 
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Serre (H.). — Voir Viatuier (J.). 

SEYDIAN (B.), — Voir BAaLTAazARp (M.). 

Sintioc (R.). — Voir Privor (A.-R.). 

Simeray (A.). — Voir Tarvoxer (J.). 

Suizewicz (P.). — Sur la précision des mesures de constante de 
sédimentation. : 

— et Aranasiu (P.). — Ulkraeen teitipation bi slocitophoisse ae 
sérum et du plasma de poules leucosiques. : 

Souza (P. pE). — Voir Barsxi (G.). 

Tuivoret (J.), Spray (A.), Rotianp (M.) et Caatiur (F.). — L’intra- 
dermo-réaction aux suspensions de tréponémes formolées 
chez les syphilitiques et les sujets normaux. 

Ticaup (J.). — Voir ViALLIER (J.). 

Tison (F.). — Nouvelle technique d’inoculation au cobaye de 
produits surinfectés pour la recherche du B.K. Usage 
de l’auréomycine. 

Toumanorr (C.). — Description de queleqten pets dincognetes 
de B. cereus ; leur action et celle d’autres bacilles sur le 

jaune d’ceuf. 
— Voir CHAussinanp (R.). 

Toussaint (P.). — Voir Kaurrmann (J.). 

Tusrana (M.), Costm (L.) et Drouner (M™e V.). — Etudes sur la 
croissance du BCG en présence de phosphore radioactif. 

TuLAsne (R.), Mincx (R.) et Lavirtaurerx (J.). — Quelques précisions 
nouvelles sur le cycle L des bactéries. 

Turpin (A.). — Voir Raynaup (M.). 

Vaco (C.). — Voir Li&prine (P.). 

Varsman (A.). — Voir Levaprr (C.). 

VALLEE (A.). — Voir Jacoror (J.). 

ViatarT (C.). — Voir B&quienon (R.). 

VIALLIER (J.), Cayreé (R. M.) et Serre (H.), — Sensibilité et vitalité 

des souches streptomycino-résistantes de M. tuberculosis 


vis-a-vis de lisoniazide . 
— et Ticaup (J.). — Réaction de Duhos et Miadiebnnok, bee 
cytochimique de la virulence des Mycobactéries. ” 
VietTE (M.). — Voir Caaussinanp (R.). 
Vienais (P.). — Structure de l’acide ribonucléique. I. Fractionne- 


ment des acides ribonucléiques par l’acide acétique. 
— II. Mode d’action de la ribonucléase. s 
— III. Quelques faits en faveur de liaisons de rate seeqntisans 
dans l’A. R. N. ; GP a ad) (ital Be eee 
Vienats (P.), Macuresosur (M.) et ‘Bisse I). — Comportement 
physicochimique de l’acide ribonucléique de levure soumis 
4 Vaction des hautes pressions. 
Vinar (B.). — Voir Jacoror (H.). 
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